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ADN    Ácido desoxirribonucleico 
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ME   Microscopía electrónica 
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PCR  Polymerase Chain Reaction (Reacción en Cadena de la 
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Introducción 
 1
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) 
 
1.1.1 Historia 
 
Las verrugas y su carácter infeccioso se conocen desde la antigua Grecia, si bien 
hasta el siglo XIX las verrugas genitales se consideraban como una forma de sífilis o 
gonorrea. La naturaleza viral de las verrugas humanas se determinó a principios del 
siglo XX (Ciuffo, 1907) y desde entonces se identificaron Virus del Papiloma (VP) en 
múltiples especies de vertebrados además de en los humanos. 
 El género Papillomavirus fue descrito por primera vez en el año 1930 por 
Richard Shope, quien caracterizó la naturaleza transmisible de los papilomas cutáneos 
que afectaban a los conejos silvestres (Shope & Hurst, 1933). Este VP, actualmente 
denominado CRPV (Cottonail Rabbit Papillomavirus), fue el primer virus oncogénico 
identificado.  
En las décadas de los 50 y 60 se avanzó en el conocimiento sobre la 
diferenciación celular y la replicación viral. El desarrollo de la microscopía de 
inmunofluorescencia, y la mejora de la microscopía electrónica, permitió examinar la 
estructura de las partículas virales. El análisis de los papilomas producidos por el CRPV 
mostró que las partículas aparecían exclusivamente en el núcleo de queratinocitos 
diferenciados, en las capas superiores de las lesiones. La naturaleza crónica de los 
papilomas indicaba que el virus debía estar presente también en las capas basales, por lo 
que la ausencia de partículas virales en éstas llevó a inferir que el virus podía estar en 
una forma inmadura. Además se dedujo que la replicación de los VPs estaba 
estrechamente ligada al proceso de diferenciación de las células epiteliales escamosas. 
Desde los años 70 hasta el inicio de los años 90 se produjo el desarrollo de la 
genética viral y con ella la emergencia de los virus del papiloma humano (VPH) como 
virus de importancia médica. El desarrollo de las técnicas de clonaje molecular permitió 
superar parte de las limitaciones experimentales que presentaba el estudio de los VPs, lo 
que condujo a la renovación en el interés por estos virus. En esta época se clonó el 
genoma completo del virus del papiloma bovino tipo 1 (VPB1) (Chen et. al, 1982),  y a 
continuación se clonaron los genomas del VPH tipo 1 (Danos et al., 1982) y del VPH 
tipo 6 (Schwarz et al., 1983), identificándose las regiones reguladoras y las funciones de 
los diversos genes virales. Un avance digno de destacar, fue el reconocimiento de la 
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existencia de diversos genotipos del VPH: unos que inducían verrugas cutáneas, otros 
que se asociaban con la epidermodisplasia verruciforme (EV) y otros responsables de 
verrugas genitales (Gissman & zur Hausen, 1980). 
Los estudios llevados a cabo por Orth y colaboradores fueron los que mostraron 
que algunas lesiones de EV progresaban hacia carcinomas de células escamosas (Orth et 
al., 1978). El análisis de estos tumores reveló que la gran mayoría contenía dos 
genotipos de VPH (VPH5 o VPH8). Estos descubrimientos fueron los primeros que 
pusieron claramente de manifiesto que el VPH estaba implicado en tumores en 
humanos. Las primeras evidencias de la relación entre los VPH genitales y el cáncer 
cervical fueron descritas por zur Hausen en el año 1981 (zur Hausen et al., 1981). Los 
primeros tipos genitales aislados fueron los tipos 6 y 11 (de Villiers et al., 1981), 
presentes en verrugas genitales. A continuación se aislaron los tipos 16 (Durst et al., 
1983) y 18 (Boshart et al., 1984) los cuales se detectaban en la mayor parte de los 
cánceres de cuello uterino, implicándose así definitivamente a los VPHs en los cánceres 
humanos. Además se determinó la existencia de VPH genitales de “alto riesgo”, 
implicados en cáncer, y de “bajo riesgo” no implicados.  
 
1.1.2 Clasificación taxonómica 
 
Inicialmente los virus del papiloma se incluyeron, junto con los poliomavirus, 
dentro de una misma familia, la familia Papovaviridae, debido a que ambos son virus 
con genomas de ADN circular de doble cadena, y con cápsidas icosaédricas sin envuelta 
(Bernard, 2005). Dado que posteriormente se ha visto que los dos grupos de virus tienen 
genomas de distinto tamaño, organizaciones genómicas completamente diferentes y 
poca similitud de secuencia, han sido recientemente reconocidos por el Comité 
Internacional de Taxonomía de Virus como familias separadas, Papillomaviridae y 
Polyomaviridae (de Villiers et al., 2004). 
 La familia Papillomaviridae comprende una serie de virus específicos de 
hospedador, que han sido detectados en muchas especies animales, así como en 
humanos (Burd, 2003). Se han descrito más de 200 papilomavirus, identificándose 
alrededor de 100 tipos específicos de humanos (de Villiers et al, 2004), de los cuales al 
menos 30 son capaces de infectar la mucosa genital. 
 Los Virus del Papiloma Humano se clasifican de acuerdo a las diferencias de 
secuencia en el gen l1 que codifica la proteína mayoritaria de la cápsida (L1). Se trata 
de un gen bien conservado entre todos los miembros de la familia Papillomaviridae.  
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Así se habla de género de VPH, cuando existe menos de un 60% de homología, de 
especie entre 60 y 70%, de tipo entre 71 y 89%, de subtipo entre 90 y 98% y de variante 
cuando existe más de un 98% de homología en la secuencia del gen que codifica la 
proteína L1.  
 Los VPs  se dividen en 16 géneros, denominados con una letra del alfabeto 
griego (Figura 1.1). Según esta clasificación, los VPHs se agrupan dentro de 5 de éstos: 
alfa, beta, gamma, mu y nu. Los tipos de VPH  asociados con el cáncer cervical, 
denominados tipos de alto riesgo, pertenecen al género alfa-papilomavirus y se 
encuentran en las especies 5, 6, 7, 9 y 11 (Schiffman et al., 2005). El VPH16 es el tipo 
que se encuentra con mayor frecuencia en los casos de cáncer cervical, perteneciendo a 
la especie 9, mientras que el siguiente tipo más común, el VPH18, es un miembro de la 
especie 7. El VPH6, responsable de la mayoría de las verrugas genitales, pertenece a la 
especie 10. 
 
 
Figura 1.1. Árbol filogenético de los virus del papiloma basado en el ORF de L1. El número al final de 
cada rama indica un tipo de VPH (modificado de deVilliers et al., 2004). 
 
1.1.3 Clasificación epidemiológica 
 
Como ya se ha mencionado, existen al menos 30 VPH, pertenecientes al género 
de los alfa-papilomavirus, que infectan la mucosa genital. Éstos se han clasificado en 
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dos grandes grupos en función de su asociación epidemiológica con el cáncer cervical: 
alto y bajo riesgo (Bosch et al., 1995). Aproximadamente un tercio de los VPH de 
epitelio mucoso (18 tipos) han sido clasificados epidemiológicamente como tipos de 
alto riesgo, estando relacionados con el desarrollo de cáncer invasivo y con sus lesiones 
precursoras denominadas lesiones intraepiteliales escamosas (SIL) de alto y bajo grado 
(Franco, 1996; Muñoz et al., 2003). Entre éstos se encuentran los tipos 16 y 18 que son 
los más prevalentes en todo el mundo, encontrándose en más del 70% de los cánceres 
cervicales (Muñoz et al., 2004). Doce VPH mucosos han sido clasificados como tipos 
de bajo riesgo los cuales están asociados a estados asintomáticos o a lesiones benignas 
tales como cervicitis no específica, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado o 
verrugas genitales (Tabla 1.1). 
 Tipos de VPH 
ALTO RIESGO 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66, 73 
BAJO RIESGO 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108 
 
Tabla 1.1: Clasificación epidemiológica de los VPHs mucosotrópicos (Muñoz et al., 2003). 
 
1.1.4 Estructura del virus 
Los VPH son virus pequeños, desnudos con una estructura icosaédrica 
compuesta por 72 capsómeros pentaméricos agrupados en una organización triangular 
T=7 (Baker et al., 1991; Touzé et al., 2000). Las partículas virales presentan un 
diámetro de 52-55 nm (Figura 1.2, A). El análisis estructural mediante crio-microscopía 
electrónica empleando reconstrucciones tridimensionales, revela que los 
Papillomavirus, como en el caso de los Polyomavirus, están formados por dos tipos de 
capsómeros: 60 hexavalentes, que contactan con 6 capsómeros vecinos y 12 
pentavalentes que contactan con 5 capsómeros vecinos (Figura 1.2, B). 
La cápsida viral está constituida por dos proteínas estructurales. La proteína 
mayoritaria de la cápsida (L1) tiene un peso molecular de aproximadamente 55KDa, y 
representa el 80% del  total de proteína viral. La proteína minoritaria de la cápsida (L2) 
tiene un peso molecular de aproximadamente 70 KDa, y se piensa que juega un papel de 
soporte entre los 72 pentámeros de la proteína L1.  
Introducción 
 5
 
 
Figura 1.2. (A) Microscopía electrónica de partículas similares al virus (VLPs) de VPH16 (50-55 nm) 
producidas en células de insecto. (B) Reconstrucción tridimensional de la superficie del virus del 
papiloma bovino-1 (VPB1). Se señalan los pentámeros heptavalentes (5) rodeados por 5 pentámeros 
vecinos, y hexavalentes, rodeados por 6 pentámeros. 
 
1.1.5 Organización genómica  
Los VPs contienen un genoma de ADN circular de doble cadena, de 
aproximadamente 8000 pb de longitud  (Danos et al., 1982), que está asociado con 
histonas para formar un minicromosoma (Schäfer et al., 2002).  
Una característica común a la organización genómica de todos los VPs es que la 
totalidad de los marcos abiertos de lectura se localizan en una de las hebras del ADN 
viral, que es la que servirá como molde para la transcripción.  
El genoma está organizado en tres regiones (Figura 1.3):  
 
1) Región temprana: contiene los marcos de lectura abiertos para las proteínas E1, 
E2, E4, E5, E6 y E7. Estos genes son los primeros en expresarse durante el ciclo 
viral, sólo en el epitelio basal, parabasal e intermedio. Están relacionados con la 
replicación viral (E1, 2, 4 y 5) y con la estimulación de la división celular (E6 y 
E7), que puede conducir a la oncogénesis.  
2) Región tardía: codifica las proteínas estructurales L1 y L2, que se expresan al 
final del ciclo viral, sólo en células superficiales. 
3) Región no codificante: también conocida como LCR (Long Control Region) o 
URR (Upstream Regulatory Region). Presenta de 400 a 1000 pb de longitud en 
función del tipo de VPH, y parece implicada en la regulación de la replicación 
del ADN viral. Posee tres regiones: (i) el segmento 5’ que contiene señales de 
terminación de la transcripción; (ii) la región central, flanqueada por regiones de 
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unión para E2 que contienen potenciadores específicos del epitelio; (iii) el 
extremo 3’ que contiene también  una región de unión a E2 y el promotor de los 
genes E6/E7. 
 
 
Figura 1.3. Mapa genético del VPH. Posee un genoma de ADN circular de doble hélice de 
aproximadamente 8.000 pb. 
 
1.1.6 Ciclo viral 
 Los VPs son altamente específicos de la especie a la que infectan y presentan un 
tropismo muy definido por las células epiteliales escamosas infectando las células 
basales probablemente a través de heridas o abrasiones de la piel o las mucosas, aunque 
también se cree que algunos VPs infectan en lugares donde el acceso a capas basales se 
facilita de forma natural, como por ejemplo en la base del folículo piloso o la zona de 
transformación. Los mecanismos de unión y entrada en la célula aún son objeto de 
investigación. La integrina α-6 fue la primera proteína candidata como receptora para 
los VPs (Evander et al., 1997). Esta integrina se expresa fundamentalmente durante la 
curación de heridas, lo cual la convierte en una candidata lógica (Stubenrauch & 
Laimins, 1999). Los VPs también se pueden unir a heparán sulfato, y 
glucosaminglucanos de la superficie celular (Boursaghin et al., 2003). La unión estaría 
mediada por los 15 últimos aminoácidos del extremo carboxi-terminal de la proteína L1 
(Joyce et al., 1999).  Los viriones entran en la célula por endocitosis mediante una vía 
dependiente de clatrina (Kamper et al., 2006). La descapsidación de la partícula tiene 
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lugar en el endosoma, liberándose el genoma y las proteínas de la cápsida en las 
vesículas endocíticas. Parece que la proteína L2 podría potenciar la importación del 
genoma viral hacia el núcleo, así como su localización en el dominio nuclear 
transcripcionalmente activo. Se ha demostrado además que la región C-terminal de L2 
media la salida del endosoma (Kamper et al., 2006).  
Tras la infección y la entrada del ADN viral al núcleo de la célula, el genoma del 
virus se establece como elemento extracromosómico (episoma) y el número de copias se 
incrementa hasta las 50-100 por célula. El ADN viral se distribuirá entre las células 
hijas, y se postula que al mantenerse en bajo número de copias, impedirá la activación 
de la respuesta inmune (Rivera et al., 2006). Durante la infección productiva, apenas 
existe detección de proteínas virales en las capas basales, aunque la proteína E7 puede 
ser detectada en la neoplasia cervical, donde los niveles de expresión no son controlados 
adecuadamente (Doorbar, 2007). Las células basales proliferativas migrarán a los 
estratos parabasal e intermedio, iniciando el programa de diferenciación y con él la 
transcripción de los distintos genes virales tempranos, regulada a través de la región 
LCR. Durante este periodo el ADN replicará hasta cientos de copias por célula, gracias 
a las proteínas E6 y E7 que bloquearán la salida de las células del ciclo celular (proceso 
normal durante la diferenciación). El mecanismo por el que el proceso de diferenciación 
activa el ciclo viral productivo es un área de alto interés. El modelo más aceptado 
considera que tiene lugar por la activación del promotor tardío, mediada por factores de 
trascripción dependientes de la diferenciación, que tiene como consecuencia la 
amplificación del ADN viral, así como la expresión de altos niveles de proteínas 
necesarias para la replicación, que incluyen E1, E4 y E5, siendo E4 la más abundante. 
Se ha sugerido que la expresión continua de E7 en un ambiente con abundante E4 lleva 
al mantenimiento de la célula en fase S, lo que permite la acumulación del genoma 
viral. Finalmente, las dos proteínas de la cápsida (L1 y L2), se expresan sólo en células 
que han sufrido la amplificación viral vegetativa. Al final del ciclo productivo, los 
genomas se encapsidarán, generándose viriones que se liberarán con el desprendimiento 
de las células en las capas superiores del epitelio mucoso. 
La infección del cérvix por VPH, puede tener distintas consecuencias. En la 
mayoría de los casos, tras la infección productiva tiene lugar la regresión y clarificación 
de la misma, o bien el mantenimiento de los genomas virales como episomas en las 
capas basales. Sin embargo, en los casos de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo 
grado (LSIL, apartado 1.2) el ciclo productivo tiene lugar sólo en cierta medida, de 
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forma que las células replicativas aparecen en todo el tercio inferior del epitelio. En las 
lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado precursoras del cáncer (HSIL), estas 
células se encuentran hasta en las capas superiores, siendo detectables incluso en la 
superfice del epitelio. Se trata de lesiones que presentan infecciones abortivas, en las 
que la expresión de los genes virales no está adecuadamente regulada, de forma que no 
tienen lugar los eventos tardíos del ciclo celular. Los fenómenos moleculares que hacen 
que una lesión productiva progrese a neoplasia y finalmente a cáncer son desconocidos, 
pero parece que están relacionados con cambios en la expresión de los genes virales, en 
particular, con un aumento de la expresión de E6 y E7. El desarrollo de cáncer cervical, 
requiere además una desregulación continua de estos oncogenes virales, que se verá 
facilitada por la integración del ADN del VPH en el cromosoma de la célula 
hospedadora.  
No obstante existen múltiples estudios que demuestran además la presencia de 
ADN de VPH en ausencia de cambios morfológicos en las células, considerándose por 
tanto la existencia de un estado latente. Por ejemplo, la aparición de recurrencias rápidas 
y consistentes tras la eliminación de tejidos infectados en procesos de papilomatosis 
laríngea, apoyaría este estado (Ferenczy et al., 1985). En la infección latente el virus se 
mantendrá en forma de episoma, siendo necesarios factores exógenos o endógenos para 
que se inicie la fase productiva (de Villiers, 1998). 
 
1.1.7 Transcripción y expresión de proteínas virales 
Como ya se ha indicado, la fase replicativa de los VPs está estrechamente unida 
al programa de diferenciación celular. La transcripción es un proceso complejo debido a 
la presencia de múltiples promotores, sitios de procesamiento múltiples, y producción 
diferencial de especies de ARNm en distintas células. En el VPB1, se han identificado 
hasta 7 promotores distintos y más de 20 especies de ARNm diferentes. 
 En los VPH de alto riesgo, existen dos promotores principales, cuya expresión 
está regulada por la diferenciación celular (Wooldridge & Laimins, 2008). El promotor 
temprano controla la expresión en células no diferenciadas y dirige la iniciación de la 
transcripción viral en regiones localizadas corriente arriba del marco de lectura abierto 
(ORF) para E6. La expresión a partir de este promotor genera transcritos policistrónicos, 
que codifican las proteínas E6, E7, E1, E2, E4 y E5, que terminan en regiones de 
poliadenilación localizadas corriente abajo del ORF para E5 (ver Figura 1.4). Este 
promotor se denomina P97 en VPH31 y es análogo al promotor P97 de VPH16 y P105 de 
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VPH18. Se regula mediante factores de transcripción que se unen a secuencias de inicio 
de la región reguladora (LCR) (Howley & Lowy, 2007). 
El promotor tardío, denominado P742, dirige la expresión de los tránscritos que 
codifican las proteínas tardías, incluyendo E1,E4, E5, L1 y L2. Estos tránscritos se 
activan durante la diferenciación, iniciándose en diferentes regiones localizadas 
alrededor del nucleótido 742 en VPH31 (Wooldridge & Laimins, 2008). Se han 
identificado secuencias en la región E6/E7 así como en la región LCR que  regulan este 
promotor tardío (Bodily & Meyers, 2005; Spink & Laimins, 2005). También se han 
identificado varios promotores secundarios en las regiones E6/E7 que son activados 
durante la diferenciación (Ozbun & Meyers, 1998).  
 
 
Figura 1.4. Mapa linealizado del genoma de VPH31. Se representan los promotores temprano (P97) y 
tardío (P742), las regiones de poliadenilación de tránscritos tempranos y tardíos (PoliAE y Poli AL 
respectivamente), así como el origen de replicación y los potenciadores (PA: potenciador auxiliar,  PK: 
potenciador específico de queratinocitos). 
 
a) Proteína reguladora E2 
 
Tras la infección, las primeras proteínas que se expresan son las proteínas de 
replicación viral E1 y E2. La proteína E2 presenta una función reguladora bien 
caracterizada, que afecta a la transcripción, la replicación y el mantenimiento de 
episomas. El mecanismo por el cual E2 estimula la transcripción, aún no está claro, 
aunque se cree que la activación es el resultado de la interacción de E2 con algunos 
componentes de la maquinaria de transcripción. 
 En esta proteína se pueden distinguir dos dominios altamente conservados entre 
todos los VPs: (a) un dominio de unión específica a ADN y de dimerización localizado 
en la región carboxi terminal y (b) un dominio de transactivación localizado en la mitad 
amino-terminal de la proteína. Ambos están separados por una región en bisagra, que es 
variable entre los diferentes VPs (McBride et al., 1991)  
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La proteína E2 se une a secuencias consenso (ACCN6GGT) denominadas E2BS 
(E2 binding sequence), en forma de dímero. En el caso de los VPH, la unión de la 
proteína E2 a los E2BS actúa como moduladora de la transcripción viral. Se han 
descrito 4 E2BS situados corriente arriba del promotor temprano (P97 o P105), cuya 
actividad basal es reprimida por la proteína E2 completa (Howley & Lowy, 2007). 
Además la proteína E2 completa presenta un papel crítico en la replicación del 
ADN viral, dirigiendo a la proteína E1 hacia el origen de replicación. También se 
precisa para el mantenimiento del genoma viral en forma de episoma, en las células 
replicativas. En presencia de esta proteína, los plásmidos virales que contienen sitios de 
unión para E2, se asocian con los cromosomas mitóticos. E2 interacciona 
simultáneamente con la cromatina mitótica y con los genomas virales, asegurando que 
los episomas sean empaquetados en la envuelta nuclear cuando se reconstruye en la 
telofase, y facilitando la segregación del genoma viral en las células hijas. 
 
b) Proteína E1 
 
La proteína E1 es una fosfoproteína que se une de forma específica al origen de 
replicación, unión que es estabilizada a través de la interacción con E2.  
Presenta actividad adenosíntrifosfatasa y helicasa, y se precisa para la iniciación 
y la elongación de la síntesis del ADN viral (Liu et al., 1995). Se ha mostrado que 
interacciona con proteínas celulares, entre las que se encuentran la subunidad p180 de la 
ADN polimerasa, y probablemente de ese modo reclute la maquinaria de iniciación de 
la replicación celular en el origen de replicación viral. Se han descrito muchos otros 
factores celulares capaces de interaccionar con E1, si bien el significado fisiológico de 
estas interacciones no está totalmente claro (Cueille et al., 1998).  
 
c) Proteína E4 
 
Se trata de una proteína que, aunque se expresa a niveles basales en la fase 
temprana, los mayores niveles se detectan en las células diferenciadas, en los estados 
tardíos de la infección. Como ya hemos mencionado, parece que esta proteína, mediante 
asociación con ciclinas dependientes de kinasas y con E2, puede modular la actividad 
del promotor temprano, regulando así la expresión de E7 y por tanto la entrada en fase S 
(Doorbar, 2007). 
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Por otro lado, el 30% del contenido protéico de la célula infectada parece estar 
constituido por un híbrido E1^E4 (primeros 4 aminoácidos de E1 y E4) (Rivera et al., 
2006), que forma complejos hexaméricos que se unen a la red de citoqueratina de la 
célula, provocando su desestabilización, situación que ayuda a la salida de los viriones 
de la célula infectada (Motoyama et al., 2004). Además también altera el potencial de la 
membrana mitocondrial, y la estabilidad de los ribosomas. Por todos estos mecanismos, 
la célula perderá soporte estructural, sufriendo daño mitocondrial y apoptosis, que 
permitirán una mayor diseminación de la progenie viral, siempre que las proteínas de la 
cápsida hayan sido sintetizadas (Rivera et al., 2006). 
 
d) Proteína E5 
 
E5 es una pequeña proteína de naturaleza hidrofóbica. Parece presentar un efecto 
estimulador del crecimiento, mediante mecanismos bioquímicos no muy bien 
conocidos, pero que deben implicar interacciones con el receptor del factor de 
crecimiento epitelial (EGFR) o con la subunidad de 16 KDa de la ATPasa vacuolar 
(Conrad et al., 1993; Williams et. al., 2005).  
El gen e5 no se expresa en la mayoría de los cánceres por VPH, lo cual sugiere 
que este gen estimula la proliferación celular in vivo en los papilomas benignos y no en 
los cánceres. Además algunos estudios implican a E5 en la regulación a la baja de la 
expresión del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHCII) (Zhang et al., 
2003).  
 
e) Proteínas E6 y E7 
 
En los tipos de VPH de alto riesgo, las oncoproteínas virales E6 y E7 se 
expresan a partir de ARNs mensajeros policistrónicos. 
Se han descrito una serie de interacciones entre la proteína E6 de alto riesgo y 
proteínas de la célula hospedadora, que proporcionan algunas claves para la 
comprensión de las funciones como oncoproteínas virales (zur Hausen, 2000). La 
proteína E6 ejerce su papel transformante principalmente mediante la unión a la 
proteína celular p53 a través de la proteína ligasa E6-AP (E6-Associated Protein) 
(Huibregtse et al., 1991; 1993). Esta interacción da lugar a la unión de moléculas de 
ubiquitina a p53, que entonces será reconocida y degradada por el proteosoma 26S. 
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La proteína p53 se activa cuando el ADN celular sufre algún daño, uniéndose a 
él e induciendo así la expresión del gen que codifica la proteína p21 (ver Figura 1.5). 
Dicha proteína es un inhibidor de ciclinas dependientes de kinasas (CDK), que se une a 
los complejos de ciclina G1 con proteína CDK2, la cual conduce a la célula más allá del 
punto de control G1 del ciclo celular. La proteína p21 bloquea la actividad kinasa de 
estos complejos, evitando así la progresión de la célula en fase S y la replicación de su 
ADN. Las células no podrán progresar en la fase S del ciclo celular y se retrasarán en la 
fase G1 o morirán por apoptosis. Por tanto, la degradación de p53 tiene como 
consecuencia la evasión del punto de control del ciclo celular G1/S, dando lugar a la 
fragmentación y reunión de los cromosomas, generando un cariotipo altamente 
inestable. Esto puede conducir a duplicaciones génicas y, en los siguientes ciclos de 
división, a amplificaciones génicas. 
Pero las funciones de la proteína E6 son mucho más amplias ya que puede 
provocar estabilización de la tirosín-kinasa Blk (de la familia src) estimulando la 
actividad mitótica o bien estimular la telomerasa de la célula hospedadora (Oh et al., 
2001), cuya activación puede observarse en muchos cánceres de humanos, incluyendo 
los debidos a la infección con VPH.   
En los VPH de bajo riesgo, la proteína E6 es capaz de unirse a p53 pero con baja 
afinidad. 
 
La proteína E7 presenta capacidad de unirse a la proteína pRb perteneciente a la 
familia de las proteínas supresoras de tumores del retinoblastoma y a otras proteínas 
relacionadas, provocando su fosforilación e incrementando por tanto su degradación por 
adición de moléculas de ubiquitina. 
La proteína pRb permanece hipofosforilada (activa)  en G0 y G1 y se 
hiperfosforila durante las fases S, G2 y M. La forma hipofosforilada se une a un 
conjunto de proteínas reguladoras que favorecen la proliferación celular, 
manteniéndolas secuestradas y fuera de acción. La fosforilación de pRb mediada por 
E7, da lugar a la liberación de factores de transcripción de la familia E2F (Factor de 
Elongación 2), activándose la transcripción de genes que regulan la proliferación 
celular. Todo esto se traduce en la entrada en fase S del ciclo celular, inducida por E7 
(Howley & Lowy, 2007) (Figura 1.5).  
Otra función importante de la proteína E7 es la inactivación de los inhibidores de 
las ciclinas dependientes de kinasas p21 y p27. Esta interacción desacopla la actividad 
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CDK de sus inhibidores y debe ser una de las principales causas de la estimulación del 
crecimiento de las células infectadas con VPH. 
 
 
 
Figura 1.5. Esquema del papel de las proteínas p53 y pRb en la regulación del ciclo celular. 
 
Finalmente, la proteína E7 en los VPH de alto riesgo, genera inestabilidad 
cromosómica en células humanas normales. Induce defectos en los puntos de control 
G1/S, así como desacoplamiento de la síntesis de centrosomas durante el ciclo de 
división celular (Munger et al., 2004). Esto lleva a la formación de mitosis multipolares 
anormales y segregación incorrecta de los cromosomas así como aneuploidias. Además, 
parece que esta proteína también es capaz de generar aberraciones cromosómicas 
estructurales. 
De forma semejante a E6, en los VPH de bajo riesgo la proteína E7 se une a pRb 
pero con una afinidad 10 veces menor. 
Parece que las proteínas E6 y E7 de bajo riesgo juegan papeles fundamentales en 
el mantenimiento del ADN del virus en forma de episoma en el interior de la célula 
hospedadora (Oh et al., 2004). Por otro lado, las proteínas E1 y E2 son necesarias para 
la iniciación de la replicación viral, pero aún así, ésta es totalmente dependiente de 
factores celulares, como la ADN polimerasa A, timidín kinasa, y otros. Estas proteínas 
normalmente sólo se expresan en fase S, durante la replicación del ADN celular en las 
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células basales del epitelio, que se encuentran en división. Sin embargo, la replicación 
vegetativa del ADN de los VPs, sólo ocurre en las células más diferenciadas del 
epitelio, que no se encuentran en división. De este modo, los VPs han desarrollado 
mecanismos para activar los genes celulares necesarios para la replicación de su ADN 
en células que de otra forma permanecerían quiescentes. Estos mecanismos deben estar 
mediados por la proteína E7 y su capacidad para liberar el factor E2F. Además, E7 crea 
una señal que incrementa los niveles de p53. Este incremento es contrarrestado por E6 
que promueve la degradación de p53, permitiendo la activación de los genes de 
replicación celulares dependiente de E7, necesaria para la replicación del ADN viral. 
f) Proteína L2 
La proteína minoritaria de la cápsida (L2) tiene un tamaño de aproximadamente 
473 aminoácidos. Parece que es necesaria para que se produzca la infección, 
interaccionando con receptores en la membrana de la célula hospedadora, y también 
parece que participa en la liberación y conducción del ADN viral hacia el núcleo 
(Roden et al., 2001). L2 presenta mayores variaciones de secuencia que L1, de forma 
que se estudia si su utilización como antígeno en vacunas podría proteger frente a 
distintos tipos de VPH. Además, como se ha comentado en el apartado 1.1.6, parece que 
juega un papel esencial en la salida del ADN viral de los endosomas para ser conducido 
al núcleo celular. 
 
g) Proteína L1 
 
La proteína mayoritaria de la cápsida (L1) presenta aproximadamente 530 
aminoácidos. Está altamente conservada entre las diferentes especies de VPs, por lo que 
ha sido utilizada para detectar la presencia de proteínas de la cápsida en tejidos 
humanos. La cápsida viral está constituida por 360 copias de la proteína L1 que se 
agrupan en 72 capsómeros pentaméricos, y contiene además 12 copias de la proteína 
minoritaria (L2), que se localizan en el centro de los 12 capsómeros pentavalentes (Trus 
et al., 1997). Además, parece que la proteína L1 cumple un papel esencial en la unión al 
ADN viral y su empaquetamiento (Florin et al., 2002, Schäfer et al., 2002), 
especialmente los 9 aminoácidos del extremo C-terminal (Touzé et al., 2000).  
La proteína L1, cuando es expresada en sistemas heterólogos, presenta la capacidad 
de autoensamblarse en forma de partículas similares al virus (VLPs, Virus Like 
Particles) en ausencia de la proteína L2, si bien ésta puede integrarse en las VLPs 
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cuando se coexpresa con L1 (Florin et al., 2002). Estas partículas son morfológica e 
inmunológicamente muy semejantes a los viriones nativos aunque se trata de partículas 
no infecciosas por carecer de ADN, por lo que han constituido la base para el desarrollo 
de vacunas profilácticas frente a la infección con VPs. Además, la proteína L1 también 
se puede ensamblar en estructuras constituidas por 12 pentámeros y que son 
denominadas VLPs pequeñas, que presentan una triangulación T=1 (Chen et al., 2000). 
La estructura primaria y secundaria de la proteína L1, se muestra en la Figura 1.6. 
En ella se observa que los primeros 382 aminoácidos (residuos 20 a 382) se pliegan 
fundamentalmente en forma de 12 β-láminas (nombradas de B a J). Las proyecciones 
laterales del extremo C-terminal están constituidas fundamentalmente por α-hélices (h1 
a h5). Tres de estas hélices (h2 a h4) son las responsables de establecer contacto con los 
otros monómeros, en tanto que una pequeña β-lámina (βJ) y la última hélice (h5) 
retornan al núcleo del monómero original. 
 
 
 
Figura 1.6. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los VPHs 16 y 18. Los elementos de la 
estructura secundaria identificados en VPH se representan en forma de flechas (β-láminas) y barras 
rectangulares (α-hélices). En azul se representan las β-láminas, y la hélice 1, que es una hélice corta que 
forma parte del lazo E-F; en rosa se representan los lazos conectores; en amarillo se representan las α-
hélices que forman parte del dominio C-terminal que se proyecta lateralmente. Modificada de Chen et al., 
2000. 
 
Según el modelo propuesto por Chen y colaboradores, (Chen et al., 2001), cada 
una de las subunidades monoméricas que constituyen el pentámero se disponen 
alrededor de un eje axial, dejando un hueco cónico que se abre al exterior a través de 
una estrecha garganta de 14 Å de diámetro. Como ya se ha mencionado anteriormente, 
los brazos C-terminales son los que forman los contactos interpentaméricos. La hélice 
h4 constituye el denominado brazo invasor que establecerá la unión con el pentámero 
adyacente. Las hélices h2 y h3 también están implicadas en estos contactos, adquiriendo 
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una forma de V invertida donde se acopla la región del extremo N-terminal de otro 
pentámero. Estas dos hélices se han descrito como esenciales para el plegamiento de la 
proteína L1 y la correcta formación de los pentámeros. Los capsómeros se unirán 
mediante interacciones hidrofóbicas entre la h4 de uno y la h2 y h3 del vecino (Bishop 
et al., 2007). Cada capsómero recibirá 5 brazos invasores procedentes de cada uno de 
los pentámeros vecinos y donará 5 a los capsómeros adyacentes, en un patrón idéntico 
al descrito para los poliomavirus murinos y para el SV40 (Liddington et al., 1991) 
(Figura 1.7). En estos contactos interpentaméricos se encuentran implicadas las cisteínas 
localizadas en las posiciones 175 y 428 (referidas a VPH16), que establecen puentes 
disulfuro con las cisteínas de los pentámeros vecinos estabilizando las cápsidas (Sapp et 
al., 1995).  
 
 
 
Figura 1.7. (A) Estructura terciaria del monómero de L1. Las β-láminas se señalan con las letras B a I, las 
α-hélices con las letras h1 a h5, y los lazos interlaminares con las letras B-C, C-D, D-E, F-G y H-I. Se 
señalan también los extremos C-terminal (C) y N-terminal (N). (B) Reproducción del modelo del brazo 
invasor, mediante el cual se establecen las uniones entre los pentámeros. Imágenes tomadas de Modis et 
al., 2002. 
 
 Aceptando el “Modelo de ensamblaje cinéticamente limitado” relacionado con la 
teoría del ensamblaje de Zlotnick para virus con cápsidas que poseen estructuras 
icosaédricas (Zlotnick et al., 1994; 1999), el proceso de ensamblaje constaría de dos 
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fases, una primera en la que se formaría el núcleo de la partícula, constituido por 
dímeros de capsómeros, y una segunda fase de la elongación rápida en la que se 
produciría la adición de pentámeros hasta la formación de la cápsida completa. 
 
1.1.8 Patogenia 
 
La mayoría de las infecciones con VPHs genitales son auto-limitadas, de forma 
que, de media, la infección clarificará en menos de 6 meses (Baseman & Koutsky, 
2005). Muchos estudios confirman que la detección persistente de ADN de VPH  de 
alto riesgo está asociada con un riesgo mayor de desarrollar lesiones intraepiteliales 
escamosas de alto grado (HSIL) y cáncer (Schlecht et al., 2001; Liaw et al., 1999; 
Wallin et al., 1999; Ho et al., 1998). La infección persistente puede representar un 
evento temprano relacionado con la inactivación de p53 y pRb como resultado de una 
expresión continua de E6 y E7, lo que genera una oportunidad para otros fenómenos 
que conduzcan al incremento de la desregulación del ciclo celular y la inestabilidad 
genética. 
 Para que se desarrolle una infección crónica parece que es preciso que el virus 
infecte células que posean capacidad proliferativa prolongada. Dado que las células 
proliferativas se localizan en las capas basales del epitelio, cuando éste es estratificado, 
la infección debe ocurrir a través de microtraumas de las capas superiores, que permitan 
al virus acceder a las capas inferiores. Una vez que la infección se ha establecido, las 
células basales portarán bajo número de copias de los genomas virales en forma 
episomal y presentarán bajos niveles de ARN viral. 
 Durante las infecciones de larga duración, los genes e6 y e7 parecen ser los 
principales conductores de la progresión hacia displasias de alto grado y cáncer, 
mediante una serie de cambios patogénicos. La integración del ADN viral, vía 
recombinación no homóloga, representa un paso clave que parece estabilizar los altos 
niveles de expresión de E6 y E7 y está asociado con lesiones más severas. Este 
fenómeno se detecta en un 5% a 16% de las lesiones HSIL y en un 87% de los casos de 
cáncer invasivo. La integración del genoma puede observarse en básicamente todos los 
tumores relacionados con el VPH18, y en la mayoría de los relacionados con el tipo 16 
(Cullen et al., 1991). Sucede en sitios frágiles del genoma, y lleva a la interrupción del 
episoma viral entre los genes e1 y e2 (Kalantari et al., 2001; Thorland et al., 2000). Esto 
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se traduce en una expresión constitutiva de las oncoproteínas virales debido a la pérdida 
de E2 que es la principal proteína represora (Park et al., 1997). 
 Otro de los parámetros relacionados con la progresión hacia lesiones más graves, 
parece ser la carga viral. Generalmente, en las lesiones intraepiteliales escamosas 
prevalentes, se observa la presencia de mayor carga viral que en las infecciones que 
cursan con citología normal (Swan et al., 1999; Sun et al., 2001; Healey et al., 2001; 
Sherman et al., 2002). Sin embargo, la relación entre carga viral y progresión hacia 
lesiones de mayor gravedad, es variable en función de la técnica que se emplee para 
valorar dicha carga. 
 Existen múltiples estudios que han demostrado que el riesgo de padecer cáncer 
cervical y SIL es mayor en mujeres infectadas con determinadas variantes no europeas 
de los VPHs tipo 16 y 18. Parece probable que estas diferencias en el potencial 
oncogénico sean debidas a múltiples factores. Algunos de éstos serían propiedades 
biológicas del virus como, variaciones en la región LCR que pueden afectar a la 
replicación y a la actividad de una o más proteínas, particularmente a E6 (Kammer et 
al., 2000; Hubert, 2005). Otro factor también puede ser variaciones en la eficacia con la 
que E2 suprime la expresión de E6 y E7 (Ordoñez et al., 2004). 
 Finalmente, varios estudios han coincidido en asociar distintos alelos del 
complejo mayor de histocompatibilidad clase II con el cáncer cervical. Parece que 
existen alelos que confieren protección (DRB1-1301) o susceptibilidad (DQB1-0302) 
(Lin et al., 2001). 
 
1.1.9 Inmunidad 
 
De los estudios realizados sobre modelos animales de infección con VPs se 
concluye que ambos tipos de respuestas inmunes (humoral y celular) tienen lugar tras la 
infección.  
El examen histológico de los casos de verrugas que revierten espontáneamente, 
revela un abundante infiltrado de linfocitos T (CD4+ y CD8+) y de macrófagos, en el 
estroma de la verruga y en el epitelio. El entorno de citocinas está constituido por 
citocinas proinflamatorias como IL-2, TNF-α y IFN-γ. Además existe un aumento de 
moléculas de adhesión necesarias para el tráfico de linfocitos en el endotelio de los 
capilares de las verrugas. Se trata pues de una repuesta de tipo Th1. Las células T 
sistémicas son dirigidas hacía las proteínas tempranas E2 y E6, durante un periodo de 
tiempo limitado que coincide con el periodo de amplificación del ADN viral. Hay que 
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tener en cuenta que la infección por VPH no va acompañada de inflamación, por lo que 
no hay una señal obvia de daño celular que alerte al sistema inmune de la presencia del 
virus. Esto puede tener como resultado la aparición de una infección crónica, o que el 
hospedador “ignore” la presencia del patógeno durante largos periodos de tiempo 
(Stanley, 2006). Esto podría ser una explicación al tiempo relativamente largo necesario 
para clarificar una infección típica por VPH (Gravitt & Shah, 2004).  
La ausencia de respuesta inflamatoria parece que tiene lugar por múltiples 
motivos. En primer lugar, no existe respuesta inmune innata, dado que la infección por 
VPH no desencadena lisis celular. Al no existir secreción de citocinas proinflamatorias, 
no se produce activación de células dendríticas, con lo que no se reclutarán células 
efectoras en el lugar de infección y/o su actividad será regulada negativamente 
(mediante regulación a la baja de la expresión de citocinas tales como el interferón α). 
Por otro lado, los niveles de anticuerpos neutralizantes en suero, inducidos por la 
infección natural, alcanzan un pico durante la regresión de las verrugas (Ghim et al., 
2000). La evidencia de que existe inmunidad humoral proviene del hecho de que el 60% 
de las mujeres con infección por VPH6, 16 ó 18 sufrían seroconversión dentro de los 
primeros 18 meses tras la primera detección de ADN (Carter et al., 2000). Los 
anticuerpos séricos de carácter neutralizante van dirigidos frente a epítopos 
conformacionales de la proteína L1, presentes en la superficie de la partícula viral 
intacta. Pero los niveles de anticuerpos en suero tras la infección natural son bajos 
incluso cuando alcanzan el pico (Villa et al., 2005). Así, mujeres aparentemente 
seronegativas podrían presentar en realidad respuesta humoral, pero con niveles de 
anticuerpos por debajo del límite inferior detectable en el ensayo serológico empleado. 
El tiempo medio de seroconversión se sitúa entre 10-12 meses, sugiriendo una vez más 
que el virus puede permanecer “escondido” durante las fases tempranas de la infección.  
Finalmente, también podríamos hablar de baja respuesta humoral, debido a que 
el principal antígeno viral, es decir la proteína L1, sólo se expresa en las capas 
superficiales del epitelio, alejadas de las células presentadoras de antígeno que se 
localizan fundamentalmente en las capas basales. 
 Las respuestas frente a proteínas tempranas son variables y podrían estar 
relacionadas con el estado de la infección. Dado que en las células cancerosas se 
producen las proteínas E6 y E7 en grandes cantidades, la presencia de anticuerpos anti-
E6 y anti-E7 se asocia con progresión maligna de la enfermedad, y su detección es 
óptima en pacientes con cáncer cervical. Determinados estudios empleando como 
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antígenos proteínas recombinantes, han mostrado que el 50-60% de pacientes con 
cáncer cervical presentan anticuerpos anti-E6 y anti-E7 (Meschede et al., 1998). 
 Por último cabe señalar que se han detectado anticuerpos en otros fluidos 
corporales tales como lavados vaginales o fluidos orales (IgG e IgA) cuyo valor para el 
estudio de la respuesta inmune aún no está claro (Marais et al., 2001).  
 El aclaramiento de la infección se define como la ausencia de ADN detectable 
en el lugar inicial de la infección. No está claro si esto refleja el aclaramiento viral 
completo o el establecimiento de una fase latente, en la que el virus está presente pero 
es indetectable (Gravitt & Shah, 2004). 
 
1.2 INFECCIÓN CLÍNICA CAUSADA POR VPH MUCOSOTRÓPICOS 
 
1.2.1 Infecciones del tracto genital 
 
Las infecciones del tracto genital afectan a la piel de los genitales, así como a las 
mucosas, incluyendo el tracto vaginal, cérvix y el canal anal. Se trata de una infección 
muy común, con un amplio rango de manifestaciones clínicas y resultados, que varían 
desde estados asintomáticos e infecciones autolimitadas, hasta infecciones persistentes 
asociadas con progresión maligna. 
 
1.2.1.1 Lesiones escamosas intraepiteliales y cáncer de cérvix 
 
El concepto y la clasificación de las alteraciones premalignas del epitelio 
cervical han ido cambiando a medida que se conocía su biología e historia natural. 
Inicialmente se hablaba de “carcinoma in-situ” (CIS) para referirse a las lesiones que 
afectaban al epitelio cervical. En 1949 Papanicolaou introdujo el término “displasia” 
para referirse a cambios epiteliales menos acusados.  A principios de los 60, para 
unificar términos, se introdujo el concepto de neoplasia cervical intraepitelial (CIN) 
(Parkin, 2006; Walboomers et al., 1999), clasificándose las lesiones en tres grados en 
función de la severidad de las mismas (I, II y III, de menor a mayor gravedad). 
Finalmente, debido a la baja reproducibilidad diagnóstica de esta clasificación, junto 
con los avances en el conocimiento de la carcinogénesis, en 1989 se impuso el Sistema 
Bethesda para describir las alteraciones citológicas, que fue modificado y revisado en el 
año 2001 (Solomon et al., 2002). En él se sustituye el término neoplasia intraepitelial 
por el de lesión escamosa intraepitelial (SIL) con dos categorías: bajo grado (LSIL) y 
alto grado (HSIL). La categoría LSIL corresponde a infecciones víricas, generalmente 
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autolimitadas y que sólo excepcionalmente evolucionan a carcinoma, en tanto que las 
HSIL equivalen a verdaderos cambios premalignos que se corresponden con CIN2 
(displasia moderada) y CIN3 (carcinoma in-situ). En las LSIL se pueden ver implicados 
tipos muy heterogéneos de VPH de alto y bajo riesgo oncogénico, en tanto que en las 
HSIL se hallan sólo tipos de alto riesgo (Clifford et al., 2005). Además se habla de 
ASC-US para referirse a alteraciones indeterminadas que no permiten descartar 
totalmente la presencia de una lesión intraepitelial pero tampoco son suficientes para 
diagnosticarla. En la Tabla 1.2 y la Figura 1.8 se muestran las equivalencias entre las 
diferentes clasificaciones. 
Al inicio de la actividad sexual la mujer puede ser contagiada por un VPH de 
alto riesgo, pero en la mayoría de los casos, originará una infección transitoria 
indetectable en 6-12 meses. Ocasionalmente la infección dará lugar a una lesión, que 
normalmente revertirá de forma espontánea. Si el virus no desaparece y la infección por 
VPH persiste, la lesión precursora se mantendrá y cierto número de estas lesiones 
progresarán hacia HSIL, aumentando así el riesgo de progresión hacia cáncer invasor 
(Bosch et al., 2006). Dado que las lesiones precursoras del cáncer se desarrollan durante 
periodos prolongados, y dado que se detectan fácilmente mediante citología, dichas 
lesiones podrán ser tratadas adecuadamente para prevenir así el desarrollo de carcinoma 
invasor (Galceran et al., 2006). 
 
Displasia CIN Bethesda 
Normal Normal Normal 
Atipia neoplásica o 
reactiva Atipia ASC-US 
Displasia leve CIN 1 SIL de bajo grado (LSIL) 
Displasia moderada CIN 2 
Displasia severa 
CIS CIN 3 
SIL de alto grado (HSIL) 
 
Tabla 1.2. Clasificación de las lesiones premalignas de cuello uterino. 
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Figura 1.8. Progresión de lesión condilomatosa benigna a carcinoma invasivo. Modificada de Lowy & 
Schiller, 2006. 
 
El cérvix contiene dos tipos de epitelio: (I) escamoso, localizado en la parte más 
externa y constituido por varias capas de células estratificadas; (II) columnar: localizado 
en la parte interna del cérvix, monoestratificado y constituido por células altas, delgadas 
y uniformes en tamaño y forma. La zona donde ambos epitelios confluyen recibe el 
nombre de unión escamo-columnar. Con la edad, el epitelio columnar va siendo 
desplazado hacia la zona interna del cérvix y va siendo sustituido por epitelio escamoso. 
La región donde ocurre dicha sustitución recibe el nombre de región de transformación. 
La mayoría de los cánceres tienen lugar en la zona de transformación, siendo el 
85% de ellos carcinomas de células escamosas. El resto suelen ser adenocarcinomas, y 
finalmente un pequeño porcentaje se trata de tumores neuroendocrinos. La mayoría de 
las lesiones no van a progresar, sino que se resolverán espontáneamente, siendo menor 
la probabilidad de regresión a medida que aumenta la gravedad de la lesión. 
Generalmente, las displasias más severas proceden de lesiones previas que han 
evolucionado durante años, si bien, una proporcion de ellas puede desarrollarse 
rápidamente sin pasar por un grado menor (Koutsky et al., 1992). La edad media a la 
cual las mujeres desarrollan cáncer de cérvix es de 50 años, mientras que la edad media 
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de las mujeres diagnosticadas de HSIL es de 28. Estos datos sugieren la existencia de un 
estado precanceroso largo (Baseman & Koutsky, 2005). 
El VPH tipo 16 es el tipo de alto riesgo más oncogénico, seguido del tipo 18. 
Entre ambos, son los responsables de alrededor del 70% de los cánceres de cérvix. En el 
caso de infecciones asintomáticas prevalentes, tras el seguimiento de las mismas durante 
10 años, se ha observado que, cuando están implicados los tipos 16 y 18 es más 
frecuente que se evolucione hacia HSIL o cáncer invasivo que si se trata de otros tipos 
(Khan et al., 2005).  
Cabe destacar que mientras que la mayoría de los estudios se han centrado en el 
cáncer más común (el de las células escamosas), los adenocarcinomas, carcinomas 
adenoescamosos y carcinomas de tipo endocrino, también contienen ADN de VPH. La 
mayoría de esos tumores están asociados con el VPH tipo 18. 
 
1.2.1.2 Verrugas anogenitales (Condilomas) 
 
 La acumulación de verrugas en la zona anogenital recibe el nombre de 
condiloma acuminado (condyloma acuminata). Los condilomas son muy prevalentes 
dentro de los jóvenes y adultos sexualmente activos. El aumento de la promiscuidad a 
mediados de los años 60 se tradujo en un aumento de al menos cuatro veces la 
incidencia de los condilomas.  
 Las verrugas genitales normalmente son lesiones exofíticas benignas que pueden 
presentarse en cualquier zona de los genitales externos e internos, pudiendo aparecer en 
múltiples sitios de manera simultánea. También pueden aparecer otros tipos de lesiones 
como son verrugas planas, pápulas pigmentadas y lesiones que sólo se observan cuando 
se tiñen con ácido acético. 
 En el 10-20% de los casos las verrugas revierten espontáneamente, aunque 
algunas lesiones pueden persistir durante años, e incluso recurrir tras el tratamiento de 
las mismas (von Krogh, 2001). 
Aproximadamente el 90% de las verrugas son debidas a infección con VPH6 o 
VPH11, siendo el primero el tipo predominante, si bien se pueden encontrar otros tipos 
en estas lesiones, incluso de alto riesgo, como el VPH16 (Howley & Lowy, 2007). 
 
1.2.1.3 Otras infecciones del tracto genital 
 
 Los VPH genitales, al igual que infectan el cérvix, pueden infectar otras áreas 
que contengan epitelio escamoso estratificado, encontrándose con frecuencia ADN de 
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VPH (normalmente tipo 16) en cánceres de vulva, vagina y pene. Los tipos de bajo 
riesgo también se encuentran en éstas áreas, siendo una condición especial el condiloma 
acuminado gigante, que es un carcinoma invasivo de células escamosas de bajo grado 
(Howlley & Lowy 2007).  
 El cáncer anal presenta numerosas similitudes con el cáncer de cérvix. 
Aparentemente se trata de una infección transmitida sexualmente, si bien parece que 
algunas infecciones son debidas a la diseminación desde otras áreas genitales. Como en 
el caso del cáncer de cérvix, en la mayoría de los casos de cáncer anal se detecta ADN 
de VPHs de alto riesgo, siendo el tipo 16 el más frecuente. La mayor parte de este tipo 
de cánceres tienen lugar en la zona de transición entre el epitelio columnar y el 
escamoso (Howley & Lowy, 2007). 
  
1.2.2 Otras infecciones 
 
  Las infecciones benignas de la cavidad oral son frecuentes, pudiendo ser 
asintomáticas o asociarse con lesiones individuales o múltiples, en la mitad de las cuales 
se detecta ADN de VPHs de la mucosa genital, fundamentalmente los tipos VPH6 y 11, 
aunque también el VPH16 (Howley & Lowy, 2007).  
 Algunos tumores de cabeza y cuello se relacionan con infección por VPHs, 
localizándose la mayoría en la zona orofaríngea, incluyendo las amígdalas, la base de la 
lengua y el velo del paladar (Gillison, 2004). 
Una manifestación especial es la papilomatosis respiratoria recurrente 
(papilomatosis laríngea), que parece que puede transmitirse verticalmente cuando la 
madre presenta historia de verrugas genitales. Se trata de una manifestación poco 
frecuente producida por tipos de VPH asociados con verrugas genitales externas, 
especialmente por los tipos 6 y 11, en la que los papilomas pueden comprometer 
seriamente la funcionalidad de las vías aéreas, especialmente en niños.  
 
1.3 EPIDEMIOLOGÍA 
 
La infección genital por el VPH es la infección de transmisión sexual más 
común entre las mujeres. Se estima que el volumen de mujeres infectadas por VPH es 
de alrededor de 300 millones y que más de 490.000 desarrollarán un cáncer de cuello 
uterino (Parkin, 2006), que es el segundo tipo más común en mujeres de entre 15 y 44 
años de edad, después del cáncer de mama y la tercera causa de muerte por cáncer entre 
la población femenina, después del cáncer de mama y el de pulmón. Cada año mueren 
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270.000 mujeres a causa de esta enfermedad (Ferlay et al., 2002). El 83% de los casos 
de cáncer de cuello de útero tiene lugar en países en desarrollo, donde representa el 15% 
de los cánceres femeninos. En los países desarrollados sólo representa el 3,6% de los 
nuevos casos de cáncer. Las tasas de incidencia más altas se observan el África 
subsahariana, Melanesia, América Latina y el Caribe, Asia central-meridional y sudeste 
asiático (Castellsagué et al., 2007) (Figura 1.9). 
El estudio de las infecciones del cérvix por VPH, así como la epidemiología del 
cáncer de cérvix en relación con el VPH se lleva a cabo empleando como marcadores de 
exposición la presencia de ADN viral en cepillados o en biopsias tisulares (Muñoz, 
2000).  
La detección de los tipos de VPH mediante técnicas de la reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) presenta una gran variabilidad en la población general, según la 
edad y la situación geográfica. En mujeres asintomáticas de la población general, la 
prevalencia de infección por VPH oscila entre un 2 y un 44% (Trottier & Franco, 2006). 
Esta gran variación puede ser explicada por las diferencias de edad entre las muestras 
estudiadas y por variaciones en la sensibilidad de los ensayos usados para la detección 
del ADN viral. Los datos actuales ponen de manifiesto que la prevalencia media de 
infección por VPH a nivel mundial es de un 10,41-10,50% (Clifford et al., 2005; de 
Sanjosé, 2006). Los resultados de diversos estudios de prevalencia de la infección por 
VPH en España, arrojan datos que varían desde un 3% en un estudio sobre población de 
Barcelona (de Sanjosé et al., 2003) hasta un 17% en mujeres con citología normal en el 
País Vasco (Múgica-Van Herckenrode et al.,1992). 
En relación con la edad, la prevalencia es máxima en mujeres jóvenes (alrededor 
de 25 años) y disminuye en grupos de mediana edad. En la mayoría de los estudios 
realizados en todo el mundo, se observa un aumento de la prevalencia en edades peri o 
post-menopaúsicas (45-50 años), a excepción de Asia (Castellsagué et al., 2007). Las 
razones para este segundo pico y para su variación geográfica, no están claras, pero 
podrían estar influenciados por uno o varios mecanismos: adquisición de nuevas 
infecciones a través de nuevos contactos a una edad más madura, por un efecto de 
cohorte, o por la reactivación de infecciones latentes (Trottier & Franco 2006). 
 
Introducción 
 
 26 
 
 
Figura 1.9. Tasas de incidencia estandarizadas (según la población mundial) por edad del cáncer de cuello 
de útero en 2002 (Ferlay et al., 2002). 
 
 
Dado que la transmisión de la infección por VPH tiene lugar fundamentalmente 
mediante contacto sexual, la conducta sexual es un factor determinante en el riesgo de 
contraerla. El número de parejas sexuales así como la edad temprana de inicio de la 
actividad sexual aumentan dicho riesgo.  
La infección persistente por VPHs oncogénicos es el primer requisito para la 
carcinogénesis cervical, aunque otros cofactores (ambientales o congénitos) pueden 
modular la persistencia y la progresión neoplásica (Bosch et al., 2006). Entre los 
cofactores estudiados cabe destacar: (I) uso de anticonceptivos orales: parece que el 
riesgo de cáncer de cuello uterino aumenta cuando se toman durante más de 5 años, y 
que el riesgo disminuye después de interrumpir su uso; (II) alta paridad: el número de 
embarazos a término se asocia con un aumento en cuatro veces del riesgo de carcinoma 
de cuello de útero invasivo; (III) hábito tabáquico: las mujeres fumadoras presentan un 
aumento significativo del riesgo de cáncer de cuello de útero en comparación con las no 
fumadoras; (IV) coinfecciones con otros agentes de transmisión sexual como el Virus 
de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el Herpesvirus humano-2 o Chlamydia 
trachomatis (Baseman & Koutsky, 2005).  
Finalmente, debe considerarse que existen otras vías de transmisión diferentes a 
la sexual. La evidencia de que existen vías no sexuales ha sido establecida por múltiples 
autores que han concluido que: (1) la infección con VPHs genitales se encuentra en 
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ocasiones en mujeres vírgenes, bebés y niños; (2) existen algunas evidencias de 
transmisión horizontal de tipos de bajo riesgo (3) existe transmisión vertical y perinatal 
de VPHs entre madres e hijos en el momento del parto (4) se pueden encontrar tipos 
genitales de alto riesgo en zonas como la boca, la orofaringe y la conjuntiva (Bosch & 
de Sanjosé, 2007). 
Las investigaciones longitudinales realizadas hasta hoy, muestran que la mayoría 
de las infecciones por el VPH son transitorias, pasando a no ser detectables en 1-2 años. 
Como ya se ha indicado, las infecciones por tipos de alto riesgo parecen persistir 
durante más tiempo que las producidas por tipos de bajo riesgo, siendo la infección con 
el tipo 16 la más persistente. 
En cuanto a los tipos de VPH, la proporción relativa de los 5 tipos más 
frecuentes en la población infectada con VPH con citología normal se muestra en la 
Figura 1.10. El tipo 16 se identifica en el 25,5% de las mujeres diagnosticadas, seguido 
del tipo 18 (7,5%) y el 31 (6,1%) (Bosch & de Sanjosé, 2007). 
 
 
 
Figura 1.10. Proporción relativa de los 5 tipos de VPH más comunes en pacientes positivos a ADN con 
citología normal (Modificada de Bosch & de Sanjosé., 2007)  
 
 
1.4 DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR VPH 
 
1.4.1. Diagnóstico molecular 
 
Debido a las limitaciones de las técnicas basadas en la serología, el diagnóstico 
actual de la infección por VPH recae en la detección de ácido nucleico viral. Los 
métodos de diagnóstico molecular del VPH así como la caracterización de tipos y 
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variantes han sido muy útiles debido a la limitación que supone la ausencia de sistemas 
de cultivos in vitro. La mayor parte de los métodos de identificación directa de 
infección por VPH están basados en la detección del ADN del virus, aunque también se 
han desarrollado sistemas basados en la detección del ARN (Ortiz et al., 2006). 
Existen diversos sistemas de detección de ADN de VPH, que pueden ser 
clasificados en dos grandes grupos: (i) Sistemas de amplificación de la señal, (ii) 
Sistemas de amplificación de secuencias diana.  
 
1.4.1.1 Sistemas de amplificación de señal 
El método más utilizado se basa en un ensayo de captura de híbridos (Test 
Digene Hybrid CaptureTM HPV DNA), que es un método no radiactivo de amplificación 
de la señal, basado en la hibridación en solución del ADN de interés a sondas de ARN. 
Permite la detección de 13 tipos de VPHs de alto riesgo (VPHs16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y 5 tipos de bajo riesgo (VPHs 6, 11, 42, 43 y 44). Presenta 
una sensibilidad de 1 picogramo de ADN de VPH16 clonado por mililitro de muestra 
(Kónya et al., 2000, Peyton et al., 1998, Poljak et al., 1999, 2002). 
Este método posee múltiples ventajas como la reproducibilidad y la 
automatización, pero también algunas limitaciones, entre las que cabe destacar: (i) no 
permite la identificación de los tipos; (ii) se han descrito hibridaciones cruzadas entre 
las dos mezclas de sondas y con tipos no incluidos en las mismas; (iii) sensibilidad 
inferior a la de la PCR. 
 
1.4.1.2 Sistemas de amplificación de secuencias diana 
Entre los sistemas de amplificación de secuencias diana, la técnica más 
empleada es la de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se han ensayado 
diferentes tipos de PCRs para detectar ADN de VPH:  
1) PCRs específicas de tipo: utilizan cebadores específicos diseñados para amplificar de 
forma exclusiva un tipo de VPH, de manera que para detectar la presencia de ADN de 
VPH en una única muestra, es necesario llevar a cabo múltiples reacciones de forma 
separada. 
2) PCR de amplio espectro: se emplean oligonucleótidos consenso que pueden ser 
utilizados para amplificar un amplio espectro de VPHs. La mayoría están centrados en 
la región L1, dado que es una de las regiones más conservadas dentro del genoma de los 
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VPHs (Coutlée et al., 2002, Gravitt et al., 2000, Kay et al, 2002, Peyton et al., 1998, Qu 
et al., 1997). Existen tres diseños diferentes de cebadores consenso: (1) aquellos que 
incluyen una pareja única de cebadores, diseñados sobre una región conservada; (2) los 
que incorporan varias parejas de cebadores, con degeneraciones para compensar las 
variaciones intertípicas (ejemplo MY09/MY11); (3) los que combinan una serie de 
parejas de oligonucleótidos  diferentes, que se unen en las mismas posiciones del 
genoma. 
3) PCR en tiempo real: esta técnica se ha introducido en los últimos años con objeto de 
determinar cuantitativamente la carga viral. 
Para el tipado de los productos de PCR es preciso llevar a cabo el análisis 
posterior de los productos de amplificación, pudiéndose emplear diferentes técnicas: (1) 
análisis de los patrones de restricción de los productos de PCR que resulta de especial 
interés en el caso de infecciones múltiples (Bernard et al., 1994); (2) secuenciación 
directa de los productos de hibridación; (3) hibridación, para caracterización directa de 
los productos amplificados en presencia de biotina.  
La hibridación reversa es el método más utilizado para detección y tipado de 
infecciones múltiples por VPH. Los productos de PCR marcados con biotina, se 
hibridan con múltiples sondas (específicas de tipo) inmovilizadas en una tira de 
nitrocelulosa. Los híbridos son detectados mediante una reacción colorimétrica. Existen 
dos sistemas representativos de esta tecnología: INNO-LIPA (Innogenetics) y Linear 
Array Genotyping HPV test (Roche-Diagnostics). 
Existe además una técnica basada en la detección del ARN viral mediante 
transcripción inversa (RT-PCR), que puede resultar de gran utilidad clínica ya que 
permite evaluar la expresión de los oncogenes del VPH. Actualmente se ha desarrollado 
un sistema que detecta la expresión de oncogenes E6/E7 de los tipos de alto riesgo más 
frecuentes, utilizando la tecnología de amplificación basada en la secuencia de ácidos 
nucléicos (NASBA) combinada con detección a tiempo real. 
 
1.4.2 Examen citológico e histopatológico 
 
1.4.2.1 Test de papanicolau 
 
 Este método toma su nombre del Dr. George Papanicolau que desarrolló esta 
técnica en el año 1928 y cuyo uso se generalizó a partir de 1950 (Papanicolau, 1942). 
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Consiste en la realización de un frotis de células tomadas de la región externa del 
cérvix, sometiéndose a tinción con sucesivos colorantes (hematoxilina, ácido 
hidroclorhídrico, Naranja G y EA50), para poder observar así la arquitectura citológica 
(Frappart et al., 2004). Las células precancerosas o cancerosas presentan características 
anómalas  que pueden ser observadas al microscopio. 
 El 80% de los cánceres de cérvix se pueden prevenir por un programa de cribado 
basado en el test de papanicolau (Prendiville & Davies, 2004; Schiller & Davies, 2004) 
a pesar de que la frecuencia de falsos positivos está entre el 5 y el 44% y la de falsos 
negativos en torno a un 17,5% (vander Graaf et al., 1987). Esto último supone un riesgo 
potencial de desarrollar una displasia cervical no detectada, que podría evolucionar a 
cáncer de cérvix. 
 
1.4.2.2 Colposcopia 
 
Consiste en un examen visual de la vagina y el cérvix, empleando un 
colposcopio, que normalmente se lleva a cabo cuando los resultados de la citología 
indican la presencia de alguna anormalidad en el cérvix. En esta técnica se pueden 
aplicar diversas soluciones in-situ, para facilitar la identificación de anomalías del 
epitelio vaginal y del cérvix.  
 
1.4.2.3 Biopsia 
 
Se emplea para confirmar el diagnóstico mediante el análisis anatomopatológico 
de las muestras tomadas del endocérvix y la zona de transformación, sobre todo en 
lesiones de tipo HSIL. 
 
1.4.3 Utilidad clínica del diagnóstico de la infección por VPH 
En noviembre de 2006, la Sociedad Española de Ginecología y Obstetricia 
(SEGO), la Sociedad Española de Citología (SEC), la Asociación Española de Patología 
Cervical y Colposcopia (AEPCC) y la Sociedad Española de Anatomía Patológica 
(SEAP) publicaron un documento de consenso para el cribado primario del cáncer de 
cuello de útero, en el que se recomienda la realización de la primera citología a los 3 
años del inicio de la actividad sexual, aconsejándose una citología anual en mujeres 
menores de 30 años. Tras tres citologías negativas puede considerarse su repetición cada 
tres años, salvo conducta sexual de riesgo, cambios de pareja o inmunosupresión. El 
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cribado terminaría a los 65 años de edad (Puig-Tintoré et al., 2006). En este documento 
se destaca la importancia de la combinación del test de detección de VPH y la citología.  
 Dado que se sabe que los tipos de VPH 16 y 18 tienen un riesgo mayor de 
desarrollar HSIL o adenocarcinoma que otros tipos de alto riesgo, y que se ha 
demostrado que estos tipos son los dos más prevalentes en los cánceres escamosos y 
adenocarcinomas, se ha propuesto que las mujeres positivas para ellos se sometan a una 
colposcopia inmediata o a un seguimiento más intensivo (6 y 12 meses). Por el 
contrario, las mujeres VPH positivas para tipos de alto riesgo distintos a los tipos 16 y 
18 pueden tener un seguimiento menos intensivo (en intervalos de 1-2 años).  
 
1.5 PRODUCCIÓN DE ANTÍGENOS DE VPH 
 
Diversas proteínas virales han sido producidas en distintos sistemas de expresión 
tanto procariotas (basados fundamentalmente en Escherichia coli) como eucariotas 
(sobre todo en levaduras y células de insecto). 
 
1.5.1 Expresión de la proteína L1 
 
Dadas las características descritas para la proteína L1 y su capacidad de 
ensamblaje cuando se expresa en sistemas heterólogos, han sido múltiples los esfuerzos 
desarrollados para su producción, especialmente en forma nativa para la posterior 
purificación de VLPs, en tanto que han sido menos las aproximaciones basadas en 
generación de proteínas recombinantes de L1. La proteína mayoritaria de la cápsida de 
diversos tipos de VPH, especialmente de alto riesgo, ha sido producida tanto en 
bacterias, como en levaduras, células de insecto e incluso en plantas. En la Tabla 1.3 se 
reflejan algunos de los trabajos más relevantes en cada uno de los sistemas, cuyos 
resultados serán discutidos más adelante. 
En el caso de bacterias, la proteína L1 de distintos tipos de VPH ha sido 
expresada fundamentalmente en E. coli, empleando diversos vectores, en la mayoría de 
los casos como proteína de fusión con GST. Existen dos trabajos en los que la proteína 
L1 de VPH 16 ha sido producida en otro tipo de bacterias, como son Lactobacillus casei 
y Lactococcus lactis, siendo expresada en el primer caso en forma nativa, y como 
proteína de fusión a MBP (proteína de unión a maltosa) en el segundo. Se ha visto que 
la proteína L1 expresada en bacterias también presenta capacidad de ensamblarse en 
pentámeros e incluso VLPs. 
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Además ha sido expresada en la levadura Saccharomyces cerevisiae, con la 
detección de VLPs en la mayoría de los trabajos publicados. Generalmente la 
construcción incluye la secuencia que codifica la proteína L1 en forma nativa, o la 
secuencia para L1 y para L2. La proteína L1 producida en esta levadura, ha sido 
empleada en una de las vacunas desarrolladas y comercializadas en la actualidad 
(Gardasil, Merck), y existe un único trabajo, de muy escasa repercusión, en que la 
proteína L1 de VPH6 ha sido expresada en la levadura metilotrófica Pichia pastoris.  
Los trabajos iniciales de expresión de la proteína L1 se llevaron a cabo en 
cultivos celulares, empleando células de mamífero y vectores basados en el virus 
vaccinia. En el trabajo pionero, de Zhou y colaboradores (Zhou et al., 1991), se 
modificó la secuencia de L1 para eliminar las señales de localización nuclear, y además 
es el primero en el que se publica la formación de VLPs. 
Finalmente, la producción de VLPs de L1 de distintos tipos de VPH en células 
de insecto empleando baculovirus recombinantes se ha realizado en múltpiles trabajos, 
siendo pioneros los de Kirnbauer y colaboradores en el año 92. 
Es de destacar que la mayoría de las publicaciones son referidas a VPH16 como 
representante de los tipos de alto riesgo y/o a VPH11 como representante de los tipos de 
bajo riesgo. Pocos son los relacionados con la expresión del segundo tipo de alto riesgo 
más frecuente, el tipo 18. 
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Bacterias Proteína recombinante 
Generación 
VLPs CITAS Tipo VPH 
GST-L1-
colaSV40 No Sehr et al., 2002. 6, 16 y 18 
Sí Zhang et al., 1998 16 
L1-(His)6 No Di Bonito et al., 2006 16 
L1 Sí Li et al., 1997 11 
Chen et al., 2001 16 y 11 
Casini et al., 2004 11 
Escherichia coli 
GST-L1 Sí 
Hanslip et al., 2006 16 
Lactobacillus 
casei L1 Sí Araujo et al., 2006. 16 
Lactococcus 
lactis MBP-L1 No Cho et al., 2007. 16 
Levaduras     
Carter et al., 1991 1, 6 y 16 L1 No Zhao et al., 2005 16 
L1 y L1+L2 Hofmann et al., 1995 6a 
Neeper et al., 1996 11 
Cook  et al., 1999 11 
Joyce et al., 1999 11 
Park et al., 2002 16 
Saccharomyces 
cerevisiae 
L1 
Sí 
Mach et al., 2006 6, 16, 11 y 18 
Pichia pastoris L1 N.A. Li et al., 2003 6 
Células 
animales 
    
Kirnbauer et al., 
1992 1 y 16 
Rose et al., 1993 11 
Le Cann et al., 
1994 16 
Touzé et al., 1998, 
2000 16 
L1 
Karem et al., 2002 16 
L1+L2 Studentsov et al., 2002 16 
Baculovirus 
(células de 
insecto) 
L1-(His)6 
Sí 
Zheng et al., 2004 16 
Zhou et al., 1991 16 Virus vaccinia 
(células 
epiteliales) 
L1 Sí Mossadegh et al., 
2004 11 
Plantas     
Nicotiana 
benthamiana L1 Sí Varsani et al., 2006 16 
 
Tabla 1.3. Sistemas heterólogos empleados para la producción de la proteína L1 de distintos tipos de 
VPH. N.A.: no analizado. 
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1.5.2 Expresión de otras proteínas de VPH 
 
Si bien la mayor parte de los trabajos se han centrado en la expresión de la 
proteína L1 de VPH en sistemas heterólogos, también se han expresado otras proteínas 
del virus, tanto en sistemas procariotas como en sistemas eucariotas.  
 Las proteínas E6 y E7 son de especial interés dado que se trata de oncoproteínas, 
cuya expresión se ve incrementada en el epitelio infectado cuando la evolución es hacia 
lesiones más graves (HSIL) especialmente en los casos de cáncer. Además, en este tipo 
de lesiones, normalmente no se expresan los genes correspondientes a las proteínas 
estructurales L1 y L2 (Doorbar, 2007; Matlashewski et al., 1986), lo cual hace aún más 
interesantes a estas oncoproteínas como marcadores serológicos de infección. 
Finalmente se encuentra mayor respuesta de anticuerpos frente a las proteínas E6 y E7 
en pacientes con cáncer de cérvix, si bien éstos también aparecen en pacientes sin dicha 
patología, lo que pone en dudas su capacidad para predecir el desarrollo de cáncer 
cervical (Di Bonito et al., 2006). 
 
 
Figura 1.11: Esquema de la expresión diferencial de proteínas de VPH en el epitelio escamoso 
estratificado, en función del tipo de VPH y la progresión de la infección. Las barras negras representan la 
expresión de E7, las barras azules la presencia de ADN viral amplificado, la parte sombreada de éstas 
representa dónde tiene lugar la amplificación vegetativa del genoma viral, las barras verdes representan la 
expresión de E4 y las naranjas la expresión de L1. Modificada de Peh et al., 2002. 
 
Estas proteínas han sido expresadas en levaduras (Meschede et al., 1997) y 
también en E. coli como proteínas de fusión con GST en su extremo C-terminal (Sehr et 
al., 2001; Waterboer et al., 2005), como proteínas de fusión con colas de polihistidina 
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en su extremo N-terminal (Di Bonito et al., 2006), o como proteínas de fusión con β-
galactosidasa (Matlashewski et al., 1986). 
La proteína E4 se expresa en las infecciones productivas por VPH, y su 
expresión coincide con la replicación vegetativa del ADN que tiene lugar en células del 
epitelio mucoso que migran hacia las capas superiores (apartado 1.1.6), siendo la 
proteína viral más abundante en el interior celular. Así podría tener importancia como 
antígeno, ya que podrían generarse anticuerpos frente a ésta. La proteína E4 ha sido 
expresada en bacterias (E. coli) como proteína de fusión con colas de polihistidina (Di 
Bonito et al., 2006; Wang et al., 2006). 
 Finalmente, se sabe que la proteína L2 contiene epítopos en la región N-terminal 
que inducen anticuerpos neutralizantes de amplio espectro. Así, esta proteína podría 
inducir respuestas de anticuerpos capaces de reconocer varios tipos de VPH, de forma 
que se plantea que la vacunación con un antígeno con reactividad cruzada puede 
suponer una alternativa a las vacunas multivalentes. De ahí el interés en la producción 
de antígenos relacionados con L2. En el trabajo desarrollado por Gambhira y 
colaboradores (Gambhira et al., 2007), se indica que la inmunización con la proteína 
truncada producida en bacterias, que contiene los residuos de la región N-terminal 11 a 
200, es capaz de generar una respuesta de anticuerpos de amplio espectro que no se 
consigue con la inmunización llevada a cabo con la proteína recombinante completa. La 
proteína L2 completa ha sido incluida también en los ensayos de serología múltiple 
llevados a cabo por Di Bonito y colaboradores, mostrándose fundamentalmente como 
específica de tipo (Di Bonito et al., 2006). 
 
1.6 SEROLOGÍA DE LA INFECCIÓN POR VPH 
 
Como ya se ha comentado en el apartado dedicado a la inmunidad, se ha 
demostrado que la infección con VPHs genitales va seguida de una respuesta inmune 
tanto de tipo celular como de tipo humoral, esta última dirigida fundamentalmente  a las 
proteínas de la cápsida viral. Los anticuerpos anti-VPH, podrían ser indicadores de 
infecciones recientes y pasadas. La seroconversión ocurre entre los 6 y los 18 meses 
después de la detección del ADN de VPH, pero en pacientes con detección transitoria 
de ADN tiene lugar con poca frecuencia. Los anticuerpos frente a proteínas de la 
cápsida están por tanto asociados con la detección persistente de ADN y son detectables 
durante muchos años (Combita et al., 2002, Touzé et al., 2001).   
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Los métodos serológicos de VPH no se utilizan en el diagnóstico habitual. Hasta 
el momento no hay ningún método comercial validado y todos los descritos son de 
diseño in-house y se realizan en un número limitado de laboratorios (Di Bonito et al., 
2006, Karem et al., 2002, Sehr et al., 2002, Touzé et al., 2001). 
La mayor innovación en la serología de VPH, fue el uso de la tecnología del 
ADN recombinante para producir la proteína mayoritaria de la cápsida (L1), que se 
autoensambla en VLPs (Studentsov et al., 2003), cuando se expresa en diveros sistemas 
(Tabla 1.3). También existen algunas aproximaciones en las que se han utilizado como 
antígenos las proteínas tempranas E4, E6, E7 e incluso la proteína L2 (Meschede et al., 
1998, Sehr et al., 2001, Di Bonito et al., 2006), y otras en las que se utilizan péptidos 
sintéticos (Rocha-Zavaleta, 2004).  
Las metodologías empleadas se han basado en ELISAs (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay), Radioinmunoensayos (RIA) y  ensayos de neutralización. Sin 
embargo, estas aproximaciones hasta ahora han mostrado baja especificidad e 
insuficiente sensibilidad (Pagliusi et al., 2007). Los ensayos realizados con VLPs 
producidas en células de insecto o levaduras, han sido los que mejores resultados han 
lanzado, de forma que se consideran los patrones de referencia (Sehr et al., 2002) 
Hasta la fecha se ha realizado un único estudio internacional para evaluar la 
posible estandarización de los métodos serológicos, coordinado por la  Organización 
Mundial de la Salud (OMS) (Ferguson et al., 2006), que demostró que los títulos de 
anticuerpos frente al VPH16 detectados en una misma muestra podían variar hasta 25 
veces en función del ensayo empleado. 
De todo esto se deduce que no existe un patrón o método de referencia para 
valorar la respuesta serológica frente al VPH. Los trabajos más recientes apuntan hacia 
el desarrollo de sistemas que permiten la valoración de la respuesta inmune frente a 
diferentes antígenos de forma simultánea, ya que los resultados muestran un incremento 
en la capacidad para detectar sueros positivos, y en definitiva un incremento en la 
sensibilidad (Waterboer et al., 2005). 
 
1.7 DESARROLLO DE VACUNAS PROFILÁCTICAS 
 
Aunque la mayoría de las vacunas antivirales se basan en el uso de viriones, la 
producción de éstos en el caso de VPH en cantidades suficientes es muy difícil. 
Además, dado que los viriones de VPH contienen oncogenes, el uso de viriones 
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atenuados ha sido concebido como una estrategia demasiado arriesgada para el 
desarrollo de la vacuna frente al VPH (Castellsagué et al., 2006). 
Así, el desarrollo de vacunas profilácticas frente al VPH comenzó en el año 
1993, siendo el factor decisivo el descubrimiento de la capacidad de autoensamblaje de 
la proteína L1 que permitía la obtención de VLPs (Campins et al., 2007). Las VLPs son 
morfológicamente idénticas a los viriones VPH nativos, con la diferencia de que no 
contienen material genético en su interior, de forma que al presentar los epítopos 
conformacionales propios del virus son altamente inmunogénicas, pero no pueden 
causar infección en el huésped. 
En la actualidad, existen dos vacunas. Una bivalente frente a los tipos de alto 
riesgo VPH16 y 18, que se presentan como los responsables de aproximadamente el 
70% de los cánceres de cérvix, y otra tetravalente que incluye además los tipos de bajo 
riesgo 6 y 11, que son los responsables del 90% de las verrugas genitales. 
La vacuna bivalente, desarrollada por GlaxoSmithKline (comercializada con el 
nombre de Cervarix), está compuesta por  20 μg de VLPs de los VPHs tipo 16 y 18, 
producidas mediante el empleo de baculovirus recombinantes (en células de insecto Sf9 
y Hi5 respectivamente). En los estudios realizados sobre esta vacuna se observa que los 
títulos de anticuerpos en las mujeres vacunadas eran 80 a 100 veces superiores a los 
detectados en la infección natural. Tras la tercera dosis de la vacuna el 99,7% de las 
mujeres seroconvirtió frente al tipo 18 en tanto que el 100% lo hicieron frente al tipo 16 
(Harper et al., 2004). En un estudio de seguimiento publicado en 2006 se observa que la 
eficacia de la vacuna para la prevención de la infección incidente, persistente y de las 
lesiones intraepiteliales cervicales asociadas a los tipos vacunales, permanece 
inalterable a los 4 años y medio de la inmunización (96,9, 100 y 100% 
respectivamente). Además es de destacar la detección de inmunidad cruzada frente a la 
infección por los tipos 45 y 31, que son los tipos de alto riesgo más frecuentes tras el 16 
y el 18 (Harper et al., 2006).  
La vacuna tetravalente, desarrollada por Merck (comercializada con el nombre 
de Gardasil), está constituida por 20 μg de VLPs de los tipos 6 y18 y por 40 μg de VLPs 
de los tipos 11 y 16, producidas en la levadura S. cerevisiae (Villa et al., 2005). La 
protección conferida frente a la infección por el tipo 6 fue del 100%, del 86% para el 16 
y del 89% para el 18. Para el VPH tipo 11 la estimación de la eficacia no es 
estadísticamente fiable, ya que sólo se observaron tres eventos asociados a este tipo, en 
el seguimiento realizado durante 48 meses. En este caso a los 36 meses de seguimiento 
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se observó que los títulos de anticuerpos inducidos por la vacuna para los tipos 6 y 11, 
caían hasta prácticamente los observados en la infección natural. Sin embargo, los 
títulos de anticuerpos para los tipos 16 y 18 se mantenían sustancialmente más elevados 
que los inducidos por infección natural, especialmente los anticuerpos inducidos por las 
VLPs de VPH16. 
Los resultados globales de los ensayos clínicos realizados, indican que la 
vacunación contra el VPH podría contribuir sustancialmente a reducir las tasas del 
cáncer de cuello uterino a nivel mundial. Los resultados también sugieren que estas 
vacunas son eficaces en la prevención de verrugas genitales (para la vacuna 
tetravalente) y de lesiones cervicales precancerosas (en ambos casos). Hay que tener en 
cuenta que, debido a que el período de incubación entre la infección persistente por 
VPH de alto riesgo y el desarrollo de un cáncer de cuello uterino invasor es muy largo, 
la prevención de este cáncer a partir de posibles programas de vacunación no será una 
realidad hasta dentro de 15 ó 20 años (Castellsagué et al., 2006). 
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2. OBJETIVOS 
 
La infección genital por el VPH es la infección de transmisión sexual más 
común entre las mujeres, registrándose cada año 500.000 casos nuevos de cáncer de 
cérvix, el cual es el segundo tipo de cáncer más común en mujeres, después del de 
mama. Aproximadamente el 50% de los casos de cáncer de cuello uterino se asocian 
con el VPH de alto riesgo tipo 16, y un 20% adicional con el tipo 18. El 60% de las 
mujeres infectadas sufrirán seroconversión dentro de los 18 meses tras la detección de 
ADN de VPH. Los anticuerpos séricos de carácter neutralizante están dirigidos a 
epítopos conformacionales de la proteína L1, presentes en la superficie de la partícula 
viral intacta, aunque los niveles de anticuerpos en suero, tras la infección natural, son 
bajos. En la actualidad se han desarrollado dos vacunas frente al VPH, basadas en la 
utilización de VLPs conteniendo sólo la proteína L1. Ambas incluyen los tipos de alto 
riesgo 16 y 18, y una de ellas incorpora además los tipos de bajo riesgo más frecuentes 
(VPH6 y 11). Se estima que los títulos de anticuerpos adquiridos tras la vacunación son 
de 40 a 100 veces superiores a los derivados de la infección natural. Actualmente se 
desconoce la perdurabilidad de la protección conferida por estas vacunas por lo que se 
hace necesaria la generación de sistemas serológicos que permitan valorar la respuesta 
inmune humoral en infección natural y/o población vacunada. Surge así la necesidad de 
producir antígenos de VPH para el diseño de dichos sistemas serológicos, que han de 
ser sensibles y específicos. La producción de dichos antígenos debe ser lo más 
económica y sencilla posible. La mayor parte de los sistemas analizados hasta la fecha, 
se han basado en el uso de VLPs, por lo que uno de los antígenos más producidos ha 
sido la proteína mayoritaria de la cápsida viral (L1). Sin embargo, muy pocas han sido 
las aproximaciones realizadas con proteínas recombinantes basadas en dicho antígeno.  
El objetivo del presente trabajo ha sido la producción la proteína L1 de VPH18, 
tanto como proteína recombinante en un sistema procariota (Escherichia coli), como en 
un sistema de expresión eucariota basado en una levadura metilotrófica (Pichia 
pastoris). Además se ha estudiado la cinética de expresión de la proteína L1 de VPH18 
en células de insecto empleando baculovirus recombinantes, con objeto de determinar 
los parámetros óptimos para la posterior obtención y purificación de VLPs, que en 
futuros estudios puedan ser aplicados para la producción más rápida y económica de 
dichas partículas. 
 
 
Objetivos 
 40 
Los objetivos concretos que se han desarrollado en el trabajo han sido: 
 
1. Estudio del perfil de antigenicidad e hidrofobicidad de la proteína L1 de VPH18 
para el diseño de las construcciones. 
 
2. Expresión de la proteína L1 de VPH18 en Escherichia coli como proteína de fusión 
con GST en su extremo amino-terminal. 
 
a) Obtención de las construcciones de interés para su clonación en el vector de 
expresión pGEX-4T. 
b) Optimización de la producción y purificación de las proteínas recombinantes 
producidas como proteínas de fusión con GST. 
c) Caracterización inmunológica de las proteínas recombinantes producidas. 
 
3. Expresión de la proteína L1 de VPH18 en la levadura metilotrófica Pichia pastoris 
empleando vectores basados en el uso del promotor PAOX1. 
 
a) Clonación del gen de interés en el vector pPICZα para su producción como 
proteína de secreción y en el vector pPICZ para su expresión intracelular en 
forma nativa y posterior purificación de VLPs. 
b) Análisis de la expresión de los clones de levadura transformados con las 
diferentes construcciones. 
 
4. Expresión de la proteína L1 de VPH18 en células de insecto para la producción de 
VLPs, mediante la utilización de baculovirus recombinantes. 
 
a) Clonación del gen de interés en el vector de transferencia pBacPAK9 y 
generación de baculovirus recombinantes. 
b) Optimización de la producción y purificación de VLPs de VPH18 
producidas en células de insecto. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 MATERIALES 
 
3.1.1 Cepas bacterianas 
 
Se utilizaron las siguientes cepas de Escherichia coli: 
 
1. BL21 (Amersham): con genotipo F ֿ,  ompT,  hsdS (rBֿ mBֿ), gal, dcm, lonֿ. Cepa de 
E. coli que presenta deleciones en el gen ompTK y en el gen lon, que codifican proteasas 
que catalizan la degradación de proteínas dañadas o proteínas recombinantes.  
 
2. C41 (DE3) y C43 (DE3): cepas derivadas de la cepa de E. coli BL21 (DE3). 
Obtenidas a partir de clones de BL21 que sufrieron mutaciones espontáneas y fueron 
sometidas a una selección fenotípica basada en la capacidad para sobrevivir después de 
la inducción de la expresión de una proteína recombinante tóxica. Amablemente cedidas 
por el Dr. Félix Gil. 
 
3. XL1-Blue con genotipo recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. Las células XL1-Blue son resistentes a tetraciclina, 
deficientes en endonucleasa A y proteína recA, lo que mejora la estabilidad de los 
insertos. La mutación hsdR previene la ruptura del ADN clonado por acción de la 
endonucleasa EcoK. Cedidas amablemente por el Dr. Luis Miguel González. 
 
4. TOP10F´ (Invitrogen): genotipo F´ {proAB, lacIqZ∆M15, Tn10 (TetR)} mcrA, 
∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, deoR, recA1, araD139, ∆(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL(StrR), endA1, nupG λ-. Recomendada para la clonación con 
el vector pCR2.1.-TOPO.  
 
3.1.2 Cepas de levaduras 
 
Se utilizaron las siguientes cepas de la levadura Pichia pastoris (Invitrogen) 
derivadas de la cepa NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories) 
(Higgins & Cregg, 1998): 
 
1. X-33: cepa silvestre de la levadura, y por tanto de fenotipo silvestre para la 
utilización del metanol (Mut+). Muy útil para la selección de clones recombinantes 
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resistentes a zeocina así como para crecimiento a gran escala. Puede crecer en medios 
mínimos y en medios complejos como el YPD.  
 
2.  KM71H: cepa en la que el gen arg4 se encuentra interrumpiendo el gen aox1 entre 
las dianas BamHI y SalI (aox1::ARG4). Por lo tanto es una cepa mutante con utilización 
lenta del metanol (Muts). 
 
3. GS115/pPICZ/lacZ Mut+ galactosidasa: cepa que expresa la proteína β-
galactosidasa fusionada al epítopo c-myc y a una cola de polihistidina en su extremo C-
terminal. Expresa por tanto, una proteína de 119 KDa bajo la acción del promotor 
PAOX1 siendo inducible por metanol. La proteína es visible en SDS-PAGE y también 
mediante WB usando un anticuerpo anti-myc.  
 
4. GS115/His+Muts Albúmina: cepa control para la expresión de proteínas secretadas y 
con fenotipo Muts. El gen para la abúmina sérica está clonado en el mismo marco de 
lectura de la señal de secreción nativa, y posteriormente se integró en el locus AOX1. 
Secreta la proteína Albúmina al medio (67 KDa) a niveles de 1 g/L.  
 
3.1.3 Líneas celulares 
 
1. Línea HeLa: línea celular epitelial humana, procedente de adenocarcinoma de 
cérvix, conteniendo virus del papiloma humano de tipo 18, obtenida de la ATCC (CRL-
1958). El ADN de esta línea celular fue amablemente cedido por el Servicio de 
Diagnóstico y Referencia de Retrovirus y Papilomavirus del Centro Nacional de 
Microbiología del Instituto de Salud Carlos III (CNM, ISCIII).  
 
2. Líneas Sf21 (ILPB-Sf21) y Sf9 (IPLB-Sf9) de Spodoptera frugiperda (Clontech): 
líneas celulares continuas desarrolladas a partir de los ovarios de la forma larvaria del 
insecto S. frugiperda. Presentan un tiempo de duplicación de 26-30 horas. La línea 
IPLB-Sf9 es un aislado clonal de la línea parental IPLB-Sf21-AE, tratándose de células 
más pequeñas y más uniformes en tamaño. 
 
3.1.4 Vectores  
 
a) Vectores de clonación  
 
Vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen): vector de clonación de 3,9 Kb, especialmente 
diseñado para clonación de productos de PCR, que interrumpirán  la secuencia que 
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codifica a la β-galactosidasa. Además contiene el promotor lac, orígenes de replicación 
en de E. coli pUC y de f1 y genes nptII y bla de resistencia a Kanamicina y Ampicilina 
respectivamente.  
 
b) Vectores de expresión en bacterias (Amersham Biosciences)  
 
Vectores pGEX-4T-1, -2 y -3: vectores de expresión de 4,9 Kb. Presentan un origen de 
replicación en E. coli de pBR322 y un gen bla que confiere resistencia a ampicilina. El 
fragmento de ADN clonado se inserta en uno de los tres marcos de lectura en cada 
vector, bajo el control del promotor tac, el cual es reprimido por el gen lacIq.  
 
c) Vectores de expresión en P. pastoris (Invitrogen) 
 
1. Vectores pPICZA, B, C: vectores de expresión de 3,3 Kb. 
La estructura general de los vectores comprende un promotor inducible por 
metanol (PAOX), un sitio de clonaje múltiple (con tres sitios posibles marcos de 
inserción), un origen de replicación en bacterias y un marcador común para selección en 
bacterias y en levaduras (gen Sh ble) que confiere resistencia a Zeocina, bajo dos 
promotores (uno de origen procariota y otro de origen eucariota). Poseen también la 
secuencia que codifica el epítopo c-myc corriente abajo del MCS, para facilitar la 
identificación de las proteínas recombinantes expresadas, mediante el uso de 
anticuerpos anti-myc y su posterior purificación por cromatografía de afinidad. Además, 
contiene regiones homólogas con el genoma de la levadura, que maximizan la 
estabilidad del casete de expresión introducido, al producirse fenómenos de 
recombinación que permiten su integración. 
 
2. Vectores pPICZαA, B, C: vectores de 3,6 Kb que presentan las mismas 
características que los vectores pPICZA, B y C, pero además contienen el gen que 
codifica la señal de secreción del factor α corriente arriba del MCS.  
 
d) Vectores de expresión en células de insecto (Clontech) 
 
1. Vector pBacPAK9: vector de 5,5 kilobases utilizado para la generación de 
baculovirus recombinantes en células de insecto. Contiene el promotor de la polihedrina 
modificado. La secuencia que codifica la polihedrina ha sido delecionada y sustituida 
por un MCS en el que se insertará el ADN de la proteína a expresar. Contiene también 
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una señal de poliadenilación, un origen de replicación para su mantenimiento en E. coli 
y un gen de resistencia a ampicilina.  
 
2. Vector BacPAK6: vector viral especialmente diseñado para facilitar la construcción y 
selección de vectores de expresión recombinantes. El ADN viral ha sido digerido con la 
enzima Bsu36I, interrumpiéndose un gen esencial para la replicación viral, situado 
corriente abajo del gen de la polihedrina.  
 
3. Vector pBacPAK8-GUS: vector de 7,4 Kb, que contiene el gen informador Gus que 
codifica la β-glucuronidasa, capaz de metabolizar el sustrato cromogénico X-Gluc, 
dando lugar a un producto de color azul. Diseñado como control positivo para 
reacciones de cotransfección de células de insecto. 
 
e) Otros vectores 
 
1. Vector pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen): vector de 5,4 Kb diseñado para obtener altos 
niveles de expresión estable y transitoria en hospedadores mamíferos. Posee un MCS y 
un promotor intermedio-temprano de Citomegalovirus Humano que proporciona altos 
niveles de expresión en un gran número de células de mamífero, así como una señal de 
poliadenilación de la hormona del crecimiento bovino. Además el vector posee un 
origen de replicación ColE1 (derivado de pUC) para la replicación en E. coli y un gen 
de resistencia a ampicilina, para la selección de clones recombinantes en la misma. 
 
2. Plásmido número 45152 de la ATCC, conteniendo ADN genómico de VPH tipo 18 
clonado en el plásmido pBR322. Se utilizó como fuente de ADN de VPH18 para las 
construcciones realizadas en baculovirus y en P. pastoris. 
 
 3.1.5 Muestras clínicas 
 
1. Extracciones de ADN de raspados cervicales de pacientes genéticamente 
caracterizados como infectados con VPH tipo 18, amablemente cedidas por el Servicio 
de Diagnóstico y Referencia de Retrovirus y Papilomavirus (CNM, ISCIII). Se 
emplearon las muestras 1V3VPH y 2V3VPH, procedentes de dos mujeres de origen 
brasileño y colombiano, respectivamente. 
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2. Sueros humanos: sueros de pacientes y plasmas de hemodonantes, amablemente 
cedidos por el Servicio de Diagnóstico y Referencia de Retrovirus y Papilomavirus 
(CNM, ISCIII), designados con la siguiente nomenclatura:  
GP1 a GP17: sueros de pacientes genéticamente caracterizados como infectados con 
VPH tipo 18.  
GN1 a GN5: sueros de pacientes genéticamente caracterizados como no infectados con 
VPHs de alto riesgo.  
HD1 a HD10: plasmas de hemodonantes. 
 
3. Gammaglobulina humana pasteurizada (Grifols): preparado consistente en una 
mezcla de plasmas de no menos de 1000 donantes que contiene anticuerpos IgG 
presentes en la población sana. La selección de donantes es realizada mediante 
despistaje de antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) y anticuerpos 
frente a VIH y VHC. Amablemente cedida por el Servicio de Diagnóstico y Referencia 
de Retrovirus y Papilomavirus (CNM, ISCIII). 
 
3.1.6 Sueros animales 
 
1. Suero completo de ratón: sueros de ratones hembras BALB/c, amablemente cedidos 
por el animalario del Centro Nacional de Microbiología (CNM, ISCIII). 
 
3.1.7 Anticuerpos primarios 
 
a) Anticuerpo HPV-4C4 (Novocastra): anticuerpo monoclonal, de tipo IgG1, 
desarrollado en ratón (mieloma NSI/1.Ag4.1), mediante inmunización con una proteína 
de fusión consistente en β galactosidasa-VPH6L1 (aminoácidos 40 a 233). Reconoce 
específicamente los tipos de VPH 6, 11 y 18. 
 
b) Cóctel IH8 (Biocare Medical): mezcla de anticuerpos constituida por un anticuerpo 
policlonal desarrollado para el reconocimiento de VPB-1, y el anticuerpo monoclonal 
CAMVIR-1 que reconoce el VPH tipo 16. Este cóctel es capaz de reaccionar con los 
tipos de papilomavirus humanos 1, 6, 11, 16, 18 y 31 en ELISA y en 
inmunohistoquímica. 
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3.1.8 Anticuerpos conjugados  
 
a) Anticuerpo Anti-mycAP (Invitrogen): anticuerpo monoclonal producido en ratón, 
desarrollado para la detección de proteínas de fusión recombinantes, que contengan el 
epítopo c-myc, constituido por 10 aminoácidos.  
b) Anticuerpo Anti-GSTHRP (GE Healthcare): anticuerpo anti-GST altamente específico, 
conjugado con peroxidasa de rábano, y optimizado para su uso en WB. 
c) Anticuerpos secundarios conjugados con AP o HRP:  
 1. Anti-IgG humanaHRP   y Anti-IgG humanaAP (Sigma) 
 2. Anti-IgG de ratónHRP y Anti-IgG de ratónAP (Sigma, BioRad) 
 
3.1.9. Proteínas comerciales 
 
GST (Sigma): enzima de 26 KDa, producida como proteína recombinante en E. coli, 
con más de un 85% de pureza. 
 
3.1.10 Medios de cultivo 
 
Los distintos medios empleados para el crecimiento de cultivo de bacterias, 
levaduras y células de insecto se detallan en las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 respectivamente. 
 
Medio Componente Concentración Aplicación 
Extracto de levadura 5 g/L 
Triptona 10 g/L 
NaCl 5 g/L 
LB 
(Luria 
Bertani) Agar bacteriológico  
(sólo medio sólido) 15 g/L 
Crecimiento y mantenimiento de cepas 
bacterianas. Expresión de proteínas 
recombinantes 
Extracto de levadura 5 g/L 
Triptona 20 g/L 
NaCl 5 g/L 
KCl 250 mM 1% (v/v) 
SOB 
pH7 
MgCl2  (se añade en 
fresco) 0,5% (v/v) 
Crecimiento de cepas bacterias. Expresión 
de proteínas recombinanes 
Extracto de levadura 5 g/L 
Triptona 20 g/L 
NaCl 10 mM 
MgSO4 10 mM 
MgCl2 10 mM 
SOC 
Glucosa 20 mM 
Crecimiento de células competentes 
transformadas mediante choque térmico 
 
Tabla 3.1. Medios de cultivo empleados en el crecimiento bacteriano y en los experimentos de expresión.  
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Medio Componente Concentración Aplicación 
Extracto de levadura 10 g/L 
Bactopeptona 20 g/L YPD 
Glucosa 20 g/L 
Crecimiento y mantenimiento de levaduras 
YPD - 
Sorbitol 1 M 
Zeocina (Invitrogen) 100 μg/ml YPDS + Zeocina Agar bacteriológico  
(sólo medio sólido) 15 g/L 
Selección de clones recombinantes 
resistentes a Zeocina. 
YNB 1,34% 
Biotina 4x10-5 % 
Glucosa 2% MD  
Agar (sólo medio 
sólido) 15 g/L 
Determinación del fenotipo Mut 
YNB 1,34% 
Biotina 4x10-5 % 
Metanol 0,5% MM 
Agar (sólo medio 
sólido) 15 g/L 
Determinación del fenotipo Mut y 
expresión intracelular de proteínas 
recombinantes 
YNB 1,34 %(v/v) 
Glicerol 0,5% (v/v) MGY 
Biotina  4x10-5 % (v/v) 
Medio mínimo no tamponado para 
generación de biomasa antes de la 
inducción con metanol 
Extracto de levadura 10 g/L 
Peptona 20 g/L 
YNB 1,34% (v/v) 
Fosfato potásico pH 6 100 mM 
Biotina 4x10-5 % (v/v) 
BMGY 
Glicerol 0,5% (v/v) 
Medio complejo y tamponado para la 
generación de biomasa antes de la 
inducción con metanol 
Extracto de levadura 10 g/L 
Peptona 20 g/L 
YNB 1,34 %(v/v) 
Fosfato potásico pH 6 100 mM 
Biotina  4x10-5 % (v/v) 
BMMY 
Metanol 0,5% (v/v) 
Medio comlejo y tamponado para la 
expresión intracelular y secretora de 
proteínas recombinantes 
 
Tabla 3.2. Medios de cultivo empleados para el crecimiento y experimentos realizados en levaduras. 
 
 
Medio Casa comercial Suplementos opcionales Aplicación 
Medio de Grace, 
suplementado  GIBCO 
SFB 10%  (inactivado por 
calor) 
Penicilina/Estreptomicina 
(1%) 
L-Glutamina (1%) 
Obtención de baculovirus 
recombinantes en células de 
insecto Sf21. 
Medio libre de suero Sf-
900 II  GIBCO 
SFB 10% (inactivado por 
calor) 
Crecimiento y mantenimiento 
de células de insecto, e 
infección de cultivos para 
obtención de proteína. 
 
Tabla 3.3. Medios comerciales empleados en el cultivo de células de insecto y experimentos realizados 
con las mismas. SFB: Suero Fetal Bovino. 
Materiales y Métodos 
 
 48 
3.2 MÉTODOS 
 
3.2.1. Crecimiento y mantenimiento de cultivos 
 
3.2.1.1 Crecimiento y mantenimiento de cultivos bacterianos 
 
El crecimiento de las distintas cepas bacterianas se realizó, salvo excepciones, en 
medio LB o SOB líquido, a 37ºC y en agitación a 250 rpm en un incubador de agua. 
Para la selección y mantenimiento de la presión selectiva de clones recombinantes se 
añadió el antibiótico ampicilina (Sigma) a concentración 100 µg/ml o el antibiótico 
Zeocina (Invitrogen) a concentración 25 µg/ml. 
El mantenimiento de las distintas cepas bacterianas y clones recombinantes se 
realizó en medio LB, en presencia de glicerol 15%, manteniéndose a -20 y/o -80ºC. 
 
3.2.1.2 Crecimiento y mantenimiento de cepas de levaduras 
 
El crecimiento de las distintas cepas de levaduras, se desarrolló en medio YPD 
líquido en agitación (150-170 rpm)  y en medio YPDS sólido a 28-30ºC. Para la 
selección y mantenimiento de clones recombinantes se añadió zeocina (100 µg/ml).  
El mantenimiento de las cepas de levaduras se realizó en alícuotas de 1ml en 
medio YPD o YPD+zeocina (para los clones recombinantes), en presencia de glicerol al 
15%. Las alícuotas se mantuvieron a -20 y -80ºC. 
 
3.2.1.3 Crecimiento y mantenimiento de células de insecto 
 
Los cultivos de células de insecto se realizaron en erlenmeyer de 50 ml o 
fermentadores de 250 ml (volúmenes de trabajo) en agitación a 90 ó 150 rpm 
respectivamente, a una temperatura de 27ºC, en medio de Grace suplementado o en 
medio Sf-900 II (Tabla 3.3).  
El stock de células de insecto se realizó en medio de congelación (medio de 
Grace al 60%, SFB al 30%, DMSO al 10%) o bien en SFB al 90% + DMSO al 10%. 
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3.2.2 Extracciones de ácidos nucleicos 
 
3.2.2.1 Extracción de ADN plasmídico de bacterias 
 
La extracción de ADN plasmídico se llevó a cabo utilizando el kit comercial 
QIAprep spin miniprep (QIAGEN), basado en un método de lisis alcalina (Birnboim & 
Doly, 1979) modificado, seguido de la adsorción del ADN a una membrana de sílice, en 
presencia de altas concentraciones de sal. El ADN se eluyó en agua destilada. 
 
3.2.2.2 Extracción de ADN total de levaduras 
 
Para la extracción de ADN total de levaduras, se realizaron cultivos de 48-60 
horas a 28ºC y con agitación (150 rpm), empleando medio YPD (para cepas silvestres) 
o YPD con zeocina a 100 µg/ml (para clones recombinantes). Las células fueron 
recogidas mediante centrifugación a la máxima velocidad en microfuga (Microfuge 
Pico, Heraeus). Tras dos lavados con agua destilada, se resuspendieron en 500 µl de 
tampón de lisis (Tris-HCl 0,1M pH 8,8; EDTA 50 mM; SDS al 1%)  al que se añadieron 
25µl de NaCl 5M.  
A la suspensión resultante, se le añadieron 5 perlas de vidrio (0,5 mm), y la 
ruptura de las células se llevó a cabo mediante 5 ciclos (20 segundos) de agitación en 
vortex, a la máxima potencia, en frío. Los lisados se centrifugaron durante 2 minutos a 
la máxima velocidad. Los sobrenadantes purificados mediante fenolización y 
precipitados en etanol (apartado 3.2.2.5) se resuspendieron en 50 μl de agua destilada 
estéril y se trataron con con RNasa A (400 μg/ml) durante 1 hora a 37ºC.  
 
3.2.2.3 Extracción de ADN total de células de insecto 
 
Las células de insecto se resuspendieron en 250 µl de tampón TE (Tris-HCl 10 
mM pH 8; EDTA 10 mM). A continuación se añadieron 250 µl de Tampón de lisis 
(Tris-HCl 50 mM pH 8; EDTA 10 mM; β-mercaptoetanol 5%; SDS 0,4%), 6,5 µl de 
proteinasa K (20 mg/ml) y 1 µl de RNasa (10 mg/ml). La mezcla se incubó a 37ºC 
durante 30 minutos.  
El ADN fue fenolizado y precipitado en etanol (apartado 3.2.2.5), resuspendiéndose en 
50 μl de agua destilada estéril. 
 
Materiales y Métodos 
 
 50 
3.2.2.4 Extracción de ARN total de levaduras 
 
Para la extracción de ARN total de las células de levadura, se tomaron alícuotas 
de 15  ml (cepa X-33) y de 10 ml (cepa KM71H) de cultivo inducido en medio BMMY.  
Las células se recolectaron mediante centrifugación a 3250 xg durante 10 
minutos a 4ºC y a continuación fueron resuspendidas en 250 µl de tampón LETS 
(Cloruro de Litio 0,1M; EDTA-Na2 0,1M; Tris-HCl 10 mM pH 7,4; SDS al 0,2%). La 
suspensión celular se transfirió a un tubo eppendorf que contenía 1g de perlas de vidrio 
(~0,5mm), y 350 µl de Fenol equilibrado con tampón LETS. La lisis se realizó mediante 
agitación en vortex a potencia máxima (8  pulsos, 30 segundos), en frío. Los lisados se 
centrifugaron a 5000 xg durante 5 minutos. La fase superior acuosa se sometió a una 
nueva extracción con fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1), y a una posterior 
extracción con cloroformo.  
La fase acuosa se sometió a precipitación con 0,1 volúmenes de LiCl 5M 
durante toda la noche a -20ºC. Transcurrido este tiempo los tubos se centrifugaron a 
17950 xg durante 20 minutos (+4ºC) y se retiró el sobrenadante. El sedimento fue 
lavado con 500 µl de Etanol 70% frío (-20ºC) y se resuspendió en agua tratada con 
DEPC. 
Las muestras fueron tratadas entonces con DNasa I (Ambion) para eliminar las 
trazas de ADN contaminante. Se emplearon 4U de DNasa por cada 300 ng de ARN 
total. El tratamiento se desarrolló durante 30 minutos a 37ºC. A continuación se 
procedió a la inactivación de la DNasa, mediante precipitación con 0,1 volúmenes del 
reactivo de inactivación de DNasas (Ambion). El ARN tratado fue almacenado a - 80ºC 
hasta su uso. 
  
3.2.2.5 Purificación de ADN mediante fenolización y precipitación con 
Etanol/Acetato sódico o amónico 
 
Para purificar el ADN, se le añadió a la muestra un volumen igual de solución 
fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1), y se mezcló vigorosamente en vortex. A 
continuación la muestra se centrifugó a máxima velocidad en microfuga. La fase 
superior fue recuperada y trasladada a un tubo limpio realizándose una segunda 
purificación con un volumen de cloroformo. Nuevamente ambas fases se mezclaron por 
agitación en vortex y la mezcla se centrifugó a máxima velocidad. La fase superior 
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acuosa fue recogida y sometida a precipitación mediante adición de 2,5 volúmenes de 
etanol 100% frío (-20ºC) y 0,1 volúmenes de acetato sódico 3M, pH 5,4, o acetato 
amónico 7,5 M pH 7,4 en el caso de extracciones de ácidos nucleicos de levaduras. La 
precipitación se desarrolló durante 1-2 horas a -80ºC, o a -20ºC durante toda la noche. A 
continuación las muestras se sometieron a centrifugación a máxima velocidad (13000 
rpm) a +4ºC durante 20-30 minutos. Transcurrido este tiempo, los sedimentos fueron 
lavados con 500 μl de etanol 70% frío (-20ºC), centrifugando a máxima velocidad 
durante 10-15 minutos. Los sedimentos de ADN se dejaron secar a temperatura 
ambiente y fueron resuspendidos en los correspondientes volúmenes de agua. 
 
3.2.3 Amplificaciones de ácidos nucléicos mediante PCR 
 
3.2.3.1 Amplificación de la región L1 de VPH18 para expresión en sistemas 
heterólogos 
 
Las reacciones de amplificación fueron realizadas en volúmenes de 50 µl, en 
tubos eppendorf de 0,2 ml de capacidad. Las mezclas de reacción consistieron en: 
Tampón 1X Gene Amp II (Tris HCl 10mM pH 8,3; KCl 50 mM) (Applied biosystems); 
MgCl2 a concentración final variable (entre 1,7 y 4 mM); mezcla de dNTPs (Roche, 
Fermentas) a concentración final variable (entre 0,5 y 2 mM); cebadores (0,5 μM); y 
1,25 U de ADN polimerasa (AmpliTaq DNA polymerase, Applied Biosystems). Las 
cantidades de ADN fueron aproximadamente: 10-100 ng de ADN plasmídico, 100 ng de 
ADNc, 10-100 ng ADN total de levaduras y 100 ng de ADN de células de insecto. En 
las amplificaciones con la pareja FW18MO/RW18MO, y 18L1FD2/18L1RD2 se 
empleó la polimerasa Expand Long Template (Roche) (3,75 U/reacción), en Tampón 2 
suministrado por la casa comercial.  
Cuando las amplificaciones se realizaron directamente a partir de colonias de 
levaduras, éstas fueron picadas con puntas estériles, resuspendidas en 10 μl de agua 
estéril, y hervidas durante 7 minutos, añadiéndose directamente 5 μl de la suspensión al 
tubo de PCR. 
En todas las reacciones de PCR, se incorporó un tubo de control de 
contaminación, al que no se añadía ADN. Las reacciones de amplificación se realizaron 
en termociclador MasterCycler Gradient (Eppendorf). Los productos de PCR fueron 
conservados a +4ºC hasta su uso. Las parejas de cebadores empleadas en las 
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amplificaciones se recogen en la Tabla 3.4. Las reacciones de PCR, salvo excepciones, 
se realizaron en las condiciones que se muestran en las tablas 3.5 y 3.6. 
Cebadores Secuencia 5´ → 3´ Tamaño(pb) 
Tm  
(ºC) 
Localización 
 (pb) Situación 
Tamaño 
amplicón
FW18MO CTATTGCACCTTCCCCAGAA 20  51,7 5217 / 5236 
RW18MO ATAGCCCAACAAGCAACACC 20 51,7 7357 / 7376 
Externos 
región L1 2160 pb 
PV18F2-L AGAATTCGTCCCTTTAACCTCCTCT 25 50,9 5401 / 5425 
        EcoRI    
PV18R2-L ACTCGAGACATACAACATACAACAACAACCAT 32 54,2 7226 / 7257 
        XhoI    
Externos 
región L1 1857 pb 
L1EXTFWC CACTATATCTTCTGCCTCTTCCTA 24 48,9 5371 / 5394 
L1EXTRWC CATACAACATACAACAACAACCAT 24 48,8 7226 / 7249 
Externos 
región L1 1879 pb 
18L1FWn GTATATCTTCCACCTCCTTCT 21 43,6 5643 / 5663 
18L1FRn CTTCCTGGCACGTACACGCAC 21 57,8 7113 / 7133 
Región L1 1491 pb 
18L1FD2 AGAATTCGTATATCTTCCACCTCCT 25 
        EcoRI  
49,3 5636 / 5660 
18L1RD2 CTCGAGCTTCCTGGCACGTACACGCAC 27 
     XhoI  
60,7 7113 / 7139 
Región L1 1504 pb 
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 50,1 6558 / 6577 
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20 50,8 6993 / 7012 
Región L1 455 pb 
PV18F2M1-2 AGAATTCCTCTTATAATGTCTCTGTATACACG  32 
        EcoRI  
52,9 5415 / 5446 
PV18R2M2-2 ATAGTTTAGCGGCCGCTTACTTCCTGGCACGT 32 
                                NotI  
78,2 7121 / 7144 
PV18R2M3-2 CTAGAAAGCTGGCGGCCGCCTTCCTGGCACCT 32 80,8 7121 / 7144 
                                         NotI    
Región L1 1738 pb 
18L1FWBP AGAATTCCAGATGGCTTTGT 20 42,6 5610 / 5622 
        EcoRI    
18L1RVBP2 CCGCTCGAGTTACTTCCTGGCACG 24  7122 / 7136 
            XhoI    
Región L1 1542 pb 
AOXL1-7A GTCCTGATATTACATTACCATCTAC 25 46,00 5449/5472 
AOXL1-8 AAGGACGCGATTTACAAGCAGTG 23 57,3 6128 / 6150 
Región L1 703 pb 
18L1F600 TTCTGAGGACGTTAGGGACAATG 23 67,0 6029 / 6051 
AOXL1-8 AAGGACGCGATTTACAAGCAGTG 23 57,3 6128 / 6150 
Región L1 122 pb 
TEFFW3 CAACGCCCAGGTCATTATCTT 21 53,3 1441 / 1461 
 TEFRV3 TCTTCTTACCGGTTCTTCTGTCA 23 52,5 1558 / 1580 
Factor de 
elongación 
P. pastoris 
140 pb 
5´AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21 51,2 855 / 875 
3´AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 21 54,3 1159 / 1179 
Vectores 
pPICZ y 
pPICZα 
1850 y 
2062 pb 
en 
pPICZ,  
2320 pb 
en 
pPICZα 
Bac1 ACCATCTCGCAAATAAATAAG 21 57,3 1182 / 1202 
Bac2 ACAACGCACAGAATCTAGCG 20 63,0 1358 / 1377 
Vectores 
pBacPAK  1719 pb 
 
Tabla 3.4. Parejas de cebadores empleados en la amplificación de la región L1 de VPH18, para la 
obtención de las secuencias utilizadas en las diversas construcciones realizadas, y amplificación de 
ADNc. Las celdas sombreadas corresponden a oligonucleótidos comerciales. Para cebadores 
degenerados: M=A+C; R=A+G; W=A+T; Y=C+T. 
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Etapa Temperatura Pareja de cebadores Tiempo Repeticiones 
Desnaturalización 
 inicial 94-95ºC - 5 min 1 
Desnaturalización 94-95ºC - 1 min  a 30 seg 
MYY11/18L1FRn 
18L1FD2/18L1RD2 45ºC 
BAC1/BAC2 
FW18MO/RW18MO 
50ºC 18L1FWBP/ 
18L1RVBP2 
18L1F600/AOXL1-8 
TEFFW3/TEFRV3 
AOXL1-7A/ 
AOXL1-8 
Hibridación  
55ºC 
5’AOX1/AOXL1-8 
1 min  
a 30 seg 
Polimerización  72ºC - 1-2 min 
301 
Extensión final  72ºC - 5 a 7 min 1 
 
Tabla 3.5. Programas de amplificación por PCR.  1: Con excepción de las amplificaciones realizadas con 
las parejas MY11/18L1FRn (35 ciclos) y BAC1/BAC1 (25 ciclos).  
 
PCR con cebador directo 
Etapa Temperatura Tiempo Repeticiones 
Desnaturalización inicial 95ºC 3 min 1 
Desnaturalización 94ºC 30 seg 
Hibridación  45ºC 30 seg 
Polimerización  72ºC 2 min 
20 
Adición de cebador reverso 
Desnaturalización 94ºC 30 seg 
Hibridación  55ºC 30 seg 
Polimerización  72ºC 2 min 
20 
Extensión final  72ºC  5 min 1 
 
Tabla 3.6. Condiciones especiales de PCR para la pareja PV18F2M1-2/ PV18R2M2-2 y la pareja 
PV18F2M1-2/ PV18R2M3-2. 
 
3.2.3.2 Purificación de productos de PCR 
 
Para la purificación de los productos de PCR se utilizaron las unidades Microcon 
YM-100 (Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
3.2.4 Secuenciación 
 
Se empleó el método de Sanger o de los terminadores de cadena, basado en  la 
utilización de ddNTPs. Para ello se utilizó el kit comercial Big Dye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit  (Applied Biosystems). 
En cada reacción se emplearon aproximadamente 100 ng de ADN en el caso de 
tratarse de ADN plasmídico, y 100 ng por cada 1000 pb en el caso de tratarse de 
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productos de PCR purificados. Los oligonucleótidos utilizados en estas reacciones 
(Tabla 3.8, Figura 3.1) fueron añadidos a una concentración de 3,2 pmoles/μl. 
Los tubos se sometieron a los ciclos de amplificación indicados en la Tabla 3.7. 
 
Paso Temperatura Tiempo Repeticiones 
Desnaturalización 96ºC 10 seg 
Hibridación  40 /45ºC 5 seg  
Polimerización  72ºC 4 min 
25 
 
Tabla 3.7. Ciclos de amplificación llevados a cabo en la PCR específica para la secuenciación de ácidos 
nucleicos. 
 
Las muestras ya amplificadas se remitieron al Servicio de secuenciación del 
Centro Nacional de Microbiología (ISCIII). La lectura de cada secuencia se realizó  en 
un secuenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems). También se 
utilizó el servicio de secuenciación del centro de genómica y proteómica de la 
Universidad Complutense de Madrid, en cuyo caso las muestras de ADN fueron 
directamente remitidas a dicho servicio para su secuenciación. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante los programas Chromas 
versión 1.55 (Technelysium Pty, Ltd) y DNAStar (Lasergene) y editadas con el 
programa BioEdit. Por último se compararon con los bancos de datos EMBL y 
GenBank utilizando diferentes versiones de la herramienta BLAST. 
 
Situación de los 
cebadores Cebador Secuencia 5´ → 3´ 
Tamaño 
(bases) 
Tm 
(ºC) 
Localización 
(pb) 
5' pGEX GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 23 78,5 869 / 891 pGEX 3' pGEX CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 23 75,9 1041 / 1019 
5' AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21 63,4 855 / 875 pPICZ y 
pPICZα 3' AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 21 66,4 1159 / 1179 
BAC1 ACCATCTCGCAAATAAATAAG 21 57,3 1182/1202 
Vector 
pBacPAK
8 y 9 BAC2 ACAACGCACAGAATCTAGCG 20 63,0 1358/1377 
18L1F600 TTCTGAGGACGTTAGGGACAATG 23 67,0 6029 / 6051 
18L1F700 AGTATAGCAGACATGTTGAGGAAT 24 59,6 6700 / 6723 
18L1F800 CGTCGCAAGCCCACCATAG 19 68,8 7038 / 7056 
ForwardT GTACCATTGGATATTTGT 18 48,9 6270 / 6287 
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 50,1 6558 / 6577 
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20 50,8 6993 / 7012 
18L1FRn CTTCCTGGCACGTACACGCAC 21 57,8 7113 / 7133 
Región L1 VPH18 
AOXL1-8 AAGGACGCGATTTACAAGCAGTG 23 57,3 6128 / 6150 
 
Tabla 3.8. Oligonucleótidos empleados en las reacciones de secuenciación. M: A+C; R: A+G; W: A+T; 
Y: C+T. 
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Figura 3.1. Representación esquemática de los oligonucleótidos empleados para las secuenciaciones de 
las distintas construcciones. Los oligonucleótidos se describen en las tablas 3.4 y 3.8. 
 
3.2.5 Retrotranscripción 
 
Para la obtención de ADNc a partir de aislamientos de ARN de P. pastoris, se 
llevó a cabo la técnica de RT-PCR empleando el sistema comercial First strand cDNA 
synthesis kit for RT-PCR (AMV) (Roche Applied Science). Se basa en la utilización de 
la retrotranscriptasa del virus de la mieloblastosis aviar (AMV) que es estable a 
temperaturas mayores que otras retrotranscriptasas, por lo que la reacción se realiza a 
42ºC. Esto permite obtener una mayor especificidad y resolución de las estructuras 
secundarias, que cuando se trabaja a temperaturas de 37ºC. 
Para realizar la reacción de retrotranscripción, se siguieron las recomendaciones 
del fabricante, empleándose hexámeros al azar como cebadores. En cada reacción se 
añadió 1 μg de ARN total aislado de cultivos de levaduras tratado con DNasa I para 
eliminar las trazas de ADN contaminante (ver apartado 3.2.2.4). 
 
3.2.6 Digestiones enzimáticas de ácidos nucleicos 
 
Las digestiones de ADN con endonucleasas de restricción se llevaron a cabo 
empleando las enzimas EcoRI, XhoI y NotI (Roche Applied Science), y PmeI (New 
England Biolabs). Se utilizaron los tampones recomendados por la casa comercial para 
cada una de las endonucleasas. Las reacciones de digestión se desarrollaron a 37ºC 
durante 1,5-3 horas, o hasta 20 horas en el caso de  algunas reacciones que implicaban 
el uso de las endonucleasas NotI o PmeI.  
 
3.2.7 Análisis electroforético de ácidos nucleicos  
 
3.2.7.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
 
Se realizaron geles de agarosa D-1 (Pronadisa), a concentraciones de 0,7 al 2% 
en función del tamaño esperado de los fragmentos a analizar. La suspensión de agarosa 
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se realizó en TAE 1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM, pH 8) a la que se añadió, o no, 
bromuro de etidio a una concentración final de 0,8 µg/ml. 
Como tampón de carga se utilizó una solución 6X comercial (Fermentas) 
compuesta por: Tris-HCl 10 mM  (pH 7,6); azul de bromofenol al 0,03%(v/v);  
xilencianol FF al 0,03%(v/v); glicerol al 60% (v/v) y EDTA 60 mM. Se emplearon 
distintos marcadores de peso molecular: Gene Ruler 100bp y 100bp Plus (Fermentas) y 
λ/HindIII (Biotools).   
La separación electroforética se realizó en cubetas Bio-Rad, a voltaje constante, 
empleando tampón TAE 1X. 
En el caso de ser necesaria la tinción del gel de agarosa, ésta se realizó en una 
solución de EtBr (0,8 μg/ml) en agua destilada durante 5 minutos. El gel fue desteñido 
en agua destilada, durante 30 minutos. 
Los geles fueron observados mediante exposición a luz ultravioleta en un 
transiluminador conectado a un sistema de captura e impresión de imágenes (Vilber 
Lourmat). 
 
3.2.7.2 Electroforesis de ARN en geles de agarosa 
 
El análisis de las extracciones de ARN se realizó en geles de agarosa D-1, al 1-
1,5%. La suspensión de la agarosa se realizó en tampón MOPS 1X pH 5,8, (MOPS 
0,02M; Acetato sódico 5 mM; EDTA 0,001 M). Como tampón de carga 2X, se empleó 
una solución compuesta por formamida al 50% (v/v); formaldehído al 17% (v/v); 
tampón MOPS 1X; glicerol al 5,3% (v/v) y solución saturada de azul de bromofenol al 
5,3% (v/v). 
Para la preparación del gel, a la suspensión de agarosa atemperada a 50ºC se 
añadió formaldehído a concentración final 2%. La mezcla se añadió entonces al soporte 
adecuado, previamente tratado, al igual que la cubeta de electroforesis, con SDS al 1%, 
durante una noche, para eliminar las ribonucleasas, y aclarado con agua destilada 
DEPC. 
 Las muestras de ARN fueron calentadas a 65ºC durante 10 minutos, para 
eliminar las estructuras secundarias, y pasadas a hielo de forma inmediata. La 
separación electroforética se realizó a voltaje constante (100V) durante 
aproximadamente 1 hora y 30  minutos. El gel de agarosa se tiñó con una solución de 
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bromuro de etidio (0,8 µg/ml) en agua destilada, durante 15 minutos y posteriormente se 
destiñó en agua destilada durante una hora. 
Los geles fueron observados del mismo modo descrito anteriormente para el 
análisis electroforético de ADN. 
 
3.2.7.3 Extracción de ADN de geles de agarosa 
 
Las extracciones de ADN de geles de agarosa se realizaron utilizado el sistema 
comercial QIAquick Gel Extraction (QIAgen) diseñado para extraer y purificar los 
fragmentos de ADN de entre 70pb y 10 Kpb en geles de agarosa. 
Las bandas de interés (identificadas por su tamaño cuando los geles se 
observaban bajo luz ultravioleta) se cortaron mediante la utilización de un bisturí, y a 
continuación se siguieron las instrucciones recomendadas por el fabricante. Las 
muestras se eluyeron en un volumen final de 30 μl de H2O destilada estéril, o bien en 80 
μl, en cuyo caso fueron precipitadas en etanol (apartado 3.2.2.5), manteniéndose a -20ºC 
hasta su posterior utilización. 
 
3.2.8 Medida de la concentración y pureza de ácidos nucleicos 
 
Los métodos que se han empleado para la estimación de la concentración y 
pureza de los ácidos nucleicos en este trabajo son los descritos por Sambrook y 
colaboradores (Sambrook et al., 1989). 
Las concentraciones de ADN y ARN se determinaron midiendo la absorbancia a 
260 nm y, empleando las siguientes fórmulas: 
[ADN]=A260x 50μg/ml x Fd  
 [ARN]=A260x 40μg/ml x Fd 
siendo Fd=Factor de dilución. 
La medida de A260 se obtuvo en un espectrofotómetro Shimadzu, modelo UV-
160A, o en el  aparato Nanodrop ND-100 (Nanodrop Technologies). Como blanco se 
utilizó, salvo excepción, agua destilada estéril, o agua Milli-Q (Millipore) estéril. 
El grado de pureza de las muestras, se determinó mediante el cociente A260/ A280 
que debió estar  comprendido entre 1,8-2. 
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3.2.9 Reacciones de ligación en vectores de clonación 
 
Para la reacción de ligación en el vector pCR 2.1-TOPO, se siguieron las 
recomendaciones ofrecidas por el fabricante. En cada reacción se emplearon de 0,5 a 4 
μl del producto de PCR en función de la concentración.  
Para las reacciones de ligación en el resto de vectores (pGEX-4T, pPICZ, 
pPICZα, pCDNA 3.1 (+) y pBacPAK9), éstos y los productos de PCR fueron digeridos 
con las endonucleasas de restricción apropiadas en cada caso. 
Para evitar la religación, los vectores fueron defosforilados mediante tratamiento 
con la enzima fosfatasa alcalina de gamba (Roche Applied Sciences). La mezcla de 
reacción se realizó en un volumen final de 100 μl. Se utilizó 1U de enzima por reacción, 
en el tampón suministrado por la casa comercial. La defosforilación se desarrolló 
durante 1 hora a 37ºC y la enzima se inactivó mediante incubación a 65ºC durante 15 
minutos, procediéndose a la posterior purificación y precipitación del vector (apartado 
3.2.2.5). 
Para la reacción de ligación se empleó 1 U de ADN ligasa del fago T4 (Roche 
Applied Sciences) en un volumen final de 10 µl, ligándose inserto y vector a una 
relación molar 3:1 en el tampón suministrado por la casa comercial, a +15ºC durante 12 
horas. 
A continuación, con los productos de ligación, se llevó a cabo la transformación 
de células de E. coli BL21, C41(DE3), C43 (DE3), TOP10F’ o XL1-Blue químicamente 
competentes (apartado 3.2.11.1). 
 
3.2.10 Obtención de células competentes 
 
La inducción del estado de competencia de las células se realizó mediante el 
método del cloruro cálcico (Sambrook et al., 1989). Las bacterias competentes se 
distribuyeron en alícuotas de 200 µl y se mantuvieron durante toda la noche en un baño 
de hielo a +4ºC, para incrementar la eficiencia de transformación. Las alícuotas no 
utilizadas en el momento se sometieron a congelación a -80ºC con glicerol al 15%.  
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3.2.11 Transformación de células procariotas y eucariotas 
 
3.2.11.1 Transformación de E. coli mediante choque térmico 
 
Para realizar las transformaciones en las distintas cepas de E. coli químicamente 
competentes se utilizaron de 100 a 200 ng de los productos de ligación 
correspondientes. La mezcla fue incubada en hielo durante 30 minutos. Tras este 
periodo, se sometieron a un choque térmico de 42ºC durante 30 segundos y se pasaron 
rápidamente a hielo. A continuación se añadieron 250 a 1000 µl de medio  S.O.C. y las 
células transformadas se incubaron durante 1 hora en un baño a 37ºC.  
Transcurrido este tiempo, se sembraron en placas de LB+Ampicilina (100 
µg/ml) para los vectores pGEX 4T, pcDNA3.1 y pBacPAK9, a las que se añadieron 
previamente 40 µl de X-Gal (40 µg/ml) sólo en el caso de las transformaciones 
realizadas con el vector pCR 2.1-TOPO; o en placas de LB+Zeocina (25 µg/ml) para los 
vectores pPICZ y pPICZα. Las placas se incubaron a 37ºC hasta la aparición de colonias 
de un tamaño adecuado. 
 
3.2.11.2 Transformación de cepas de P. pastoris mediante electroporación 
 
Para facilitar los fenómenos de recombinación entre regiones homólogas 
existentes en el vector y en el ADN genómico de las levaduras, los vectores empleados 
para la transformación de cepas de P. pastoris fueron linealizados  mediante digestión 
con la enzima PmeI (apartado 3.2.6) y purificados mediante extracción con fenol 
cloroformo y precipitación con etanol (apartado 3.2.2.5). 
Se prepararon preinóculos de 5ml (en tubos cónicos de 50 ml) de las cepas X-33 
y KM71H de P. pastoris, que fueron incubados en medio YPD durante toda la noche a 
28ºC con agitación a 150 rpm. 500 μl del preinóculo fueron utilizados para inocular 
matraces de 1 L que contenían 250 ml de YPD. Los cultivos fueron incubados 
nuevamente hasta alcanzar una DO600 de 1,3-1,5.  Las células fueron entonces recogidas 
mediante centrifugación a 1500 xg durante 5 minutos a +4ºC lavándose 2 veces en agua 
destilada estéril fría (0ºC) y una en sorbitol 1M (0ºC). Finalmente las células se 
resuspendieron en 1,5 ml de sorbitol 1M frío (0ºC).  
La transformación se realizó por electroporación en frío de 80 μl de la 
suspensión celular en presencia de 5-10 µg de la construcción linealizada 
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correspondiente, en las siguientes condiciones: 15 KV, 25 μF y 200 Ω, durante 4-5 
milisegundos. 
Inmediatamente finalizada la electroporación, se añadió a la cubeta 1 ml de 
sorbitol 1M y la suspensión resultante fue transferida a un tubo estéril e incubada a 30ºC 
durante 2 horas, sin agitación. A continuación se sembraron 100, 200 y 800 µl del 
cultivo de células transformadas en placas de YPDS conteniendo 100 µg/ml de Zeocina. 
Las placas fueron incubadas durante a 28ºC hasta observar la aparición de colonias. 
 
3.2.12 Generación de baculovirus recombinantes en células de insecto 
 
Para producir un baculovirus recombinante, el gen de interés es clonado primero 
en un vector de transferencia (pBacPAK9) que contiene el promotor para la polihedrina 
(de expresión tardía) seguido de un sitio de clonaje múltiple donde se inserta el gen de 
interés (Figura 3.2). El gen queda así flanqueado en los extremos (3’ y 5’) por 
secuencias virales.  
El vector de transferencia recombinante se usa para cotransfectar células junto 
con un ADN viral silvestre, de manera que los fenómenos de recombinación homóloga 
entre ambos llevarán a la sustitución del gen de la polihedrina por el gen de interés. En 
la actualidad, para facilitar la recombinación homóloga, el ADN viral empleado está 
digerido con la enzima Bsu36I, interrumpiéndose un gen esencial para la replicación 
viral, situado corriente abajo del gen de la polihedrina (Kitts & Possee, 1993). Así 
cuando las células se cotransfectan con los vectores de transferencia recombinantes y el 
ADN viral linealizado, la recombinación homóloga restaura la secuencia que codifica al 
gen esencial (proporcionado por el vector de transferencia), haciendo que más del 
99,9% de la progenie viral derivada de las cotransfecciones, sea recombinante y por 
tanto posea el gen de interés. 
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Figura 3.2. Esquema de pasos seguidos para la obtención de baculovirus recombinantes. 
 
a) Cotransfección de células de insecto 
Para todo el proceso, se emplearon microplacas multipocillo (6 pocillos de 35 
mm, Nunc) sembradas con 1x106 células Sf21 por pocillo en medio básico de   Grace 
suplementado (Tabla 3.3). La microplaca se incubó durante 1-4 horas a 27ºC para 
permitir la adhesión de las células. Tras la retirada del medio y el lavado de los pocillos, 
se añadió a cada uno medio de Grace no suplementado, infectándose con las mezclas de 
reacción (500 ng de plásmido pBacPAK9 recombinante + 5 μl del ADN viral BacPAK6 
predigerido con Bsu36I en presencia de Bacfectina), incubándose la microplaca a 27ºC 
durante 5 horas. Transcurrido este tiempo, se añadieron 1,5 ml de medio completo a 
cada pocillo y la incubación continuó durante 3 días más a 27ºC. Como control positivo 
se empleó el vector pBacPAK8-GUS (apartado 3.1.4), al que se añadió además una 
solución del sustrato X-GLUC  (Fermentas) a 300 μg/ml. Como control negativo, se 
empleó un tubo con ADN plasmídico recombinante y sin ADN viral. Pasado el tiempo 
de incubación, se aspiraron los sobrenadantes que contendrían los baculovirus y se 
almacenaron a 4ºC. De forma opcional, a cada uno de los pocillos se añadieron 1,5 ml 
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de medio completo nuevo y la microplaca se volvió a incubar durante 2-3 días más en 
las mismas condiciones, para obtener más baculovirus recombinantes. 
 
b) Aislamiento de clones de baculovirus recombinantes 
Las microplacas sembradas fueron infectadas  con 200 μl de  diluciones seriadas 
(10-1 a 10-3) de los sobrenadantes conteniendo baculovirus recombinantes (diluidos en 
medio de Grace completo). Como controles positivos de la infección se realizaron 
diluciones 10-5 y 10-6 del baculovirus BacPAK6. Las microplacas se incubaron 1 hora a 
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se aspiró el inóculo viral y se añadieron 1,5 
ml de una cubierta de agarosa (Seakem) al 0,5%, preparada en medio de Grace 
completo atemperado. A continuación, las microplacas se incubaron a 27ºC durante 5 
días. 
Las placas de lisis fueron teñidas mediante la adición de 1,5 ml de una cubierta 
de colorante Rojo neutro (Sigma). La cubierta de agarosa se preparó de la misma forma 
arriba mencionada, añadiendo 15µl de colorante por cada ml de agarosa al 0,5%. Las 
microplacas fueron incubadas durante 24 horas a 27ºC, para permitir el desarrollo de las 
placas de lisis que se identificaron como puntos transparentes sobre fondo rojo. Se 
picaron diversas placas de lisis y se resuspendieron en 0,5 ml de medio de Grace 
completo. La suspensión se agitó en vortex, y a continuación se mantuvo a 4ºC durante 
toda la noche para permitir que los virus difundieran al medio.  
 
c) Amplificación de baculovirus recombinantes 
La amplificación de los clones de baculovirus recombinantes, se realizó en 
microplacas, infectando pocillos con 5x105 células en medio de Grace completo. La 
infección se realizó con 100 µl de los sobrenadantes obtenidos en el paso anterior. 
Como control positivo, uno de los pocillos se se infectó con 100 µl de una dilución 10-4 
del baculovirus BacPAK6. Como control negativo otro pocillo fue inoculado con 100 µl 
de medio Grace completo. Las microplacas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente 
y a continuación se añadieron 2 ml de medio completo a cada pocillo y se incubaron a 
28ºC durante 3-4 días. 
El medio de cada uno de los pocillos, que contendría los baculovirus 
recombinantes, fue recuperado y almacenado a +4ºC, siendo denominado PASE 1.   
Para amplificar el PASE 1, se incolularon fermentadores (100 ml), conteniendo 
un cultivo de células Sf21 (0,5x106 células/ml) en medio de Grace completo, con el 
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volumen correspondiente de pase 1 necesario para infectar las células a un Índice de 
Multiplicidad de la Infección (MOI) de 0,1 ufp/célula (0,1 virus por cada célula). La 
infección se mantuvo durante 5-6 días. El cultivo infectado se centrifugó a 1000 xg 
durante 5 minutos para eliminar las células y restos celulares. El sobrenadante fue 
almacenado a +4ºC y rotulado como PASE 2 del stock viral. 
La amplificación de baculovirus recombinantes para obtención de más stock se 
realizó en fermentadores de 250 ml de volumen de trabajo, infectándose cultivos de 
1x106 células/ml de células Sf21 en presencia de SFB al 10%, y con un MOI de 0,1. Las 
infecciones se desarrollaron a 27ºC, en agitación (150 rpm), controlándose la densidad 
celular, así como la viabilidad, diariamente y se detuvieron cuando esta última estuvo en 
torno al 50% (generalmente 5-6 días después de la infección).  
La titulación de stocks de baculovirus recombinantes se realizó mediante ensayo 
de placas. Las microplacas sembradas con 2,5 ml de una suspensión de células Sf21  en 
medio de Grace completo o Sf900-II completo, se infectaron y revelaron del mismo 
modo descrito para el aislamiento de baculovirus recombinantes.  
 
3.2.13 Obtención de sueros hiperinmunes de ratón 
 
Para la obtención de sueros hiperinmunes de ratón, se trabajó con hembras 
BALB/c de 8 semanas, amablemente cedidas por el Animalario del Centro Nacional de 
Microbiología (ISCIII). 
Antes del inicio de cada experimento de inmunización, se tomaron muestras de 
sangre para obtener sueros control preinmunes. La sangre, en este caso, se obtuvo 
mediante punción del plexo retro-orbital.  
Para la obtención de sueros, tanto control como hiperinmunes, se permitió que la 
sangre coagulara reposando a temperatura ambiente. Una vez formado el coágulo la 
muestra fue centrifugada en microfuga a 8000 rpm durante 3-5 minutos, y el 
sobrenadante fue almacenado a -20ºC hasta su uso. 
 
3.2.13.1 Obtención de sueros mediante inmunización con la proteína GST-18L1Ct 
 
Para la obtención de sueros hiperinmunes en ratones, mediante inmunización 
con la proteína recombinante GST-18L1Ct, se emplearon proteínas purificadas 
mediante cromatografía de afinidad con glutation en suspensión, y sometidas a 
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electroelución en PBS (apartado 3.2.14.1) previa separación electroforética. La proteína 
purificada fue empleada para inmunizar 5 ratones. 
Las inoculaciones se realizaron vía subcutánea. Cada animal, previamente 
sedado mediante inhalación de éter, recibió 3 dosis de 30-40μg de proteína purificada, 
separadas en un período de 21 días cada una de ellas. En la primera dosis el antígeno fue 
administrado junto con adyuvante completo de Freund (1:1), y junto con adyuvante 
incompleto de Freund en las dos siguientes. 
Transcurridos 21 días después de la última inmunización, los animales fueron 
sacrificados para la obtención de toda la sangre. 
 
3.2.13.2 Obtención de sueros hiperinmunes mediante inmunización con ADN 
 
Para llevar a cabo la obtención de sueros hiperinmunes de ratón con ADN, se 
realizaron dos aproximaciones: 
 
1. En este caso, en cada inoculación, cada ratón recibió una dosis de 100 μg de ADN 
plasmídico recombinante (región L1 completa de VPH18, obtenida mediante 
amplificación con los cebadores PV18L1F2M1-2/PV18R2M2-2 y clonada en el vector 
pCDNA 3.1), no empleándose adyuvantes. Las inoculaciones se realizaron vía 
intramuscular (plexo inguinal), llevándose a cabo tres inmunizaciones separadas en 
periodos de 21 días.   
 
2. Se utilizó el protocolo descrito por Bates y colaboradores (Bates et al., 2006). En este 
caso se efectuaron inoculaciones semanales, hasta un total de 5, realizándose el 
sangrado de los animales, una semana después de la última inmunización. El antígeno 
fue inyectado utilizando solución Ringers (Oxoid) como diluyente, y las inoculaciones 
fueron realizadas vía intravenosa (vena lateral de la cola), sin utilización de adyuvantes. 
En cada inoculación se administraron aproximadamente 20 μg del mismo ADN que en 
el caso anterior.  
 
 
 
 
 
 
Materiales y Métodos 
 65
3.2.14 Ensayos de expresión y purificación de proteínas recombinantes 
 
3.2.14.1 Ensayos de expresión de proteínas de fusión en E. coli 
 
a) Inducción de los cultivos para expresión de proteínas recombinantes 
Las inducciones se realizaron sobre cultivos de distintos volúmenes (Figura 3.3) 
crecidos en medio LB o SOB suplementados con ampicilina (Tabla 3.1), según se indica 
en el apartado 3.2.1.1.  
La expresión de la proteína se desarrolló en diferentes volúmenes de cultivo: 
• Minicultivos: 10 ml de medio de cultivo, dispuestos en tubos falcon de 50 ml. 
• Midicultivos: 25 ml de medio de cultivo, dispuestos en erlenmeyer de 250 ml. 
• Maxicultivos: 250ml de medio de cultivo, dispuestos en erlenmeyer de 1000 ml. 
 
Los cultivos fueron incubados hasta alcanzar la D.O.600 deseada que se midió en un 
espectrofotómetro Shimadzu, modelo UV-160A, utilizando alícuotas de 1 ml, 
empleando cubetas de plástico desechables. Alcanzadas las densidades ópticas deseadas 
se tomaron alícuotas de 1,5 ml para el análisis de extractos crudos (muestras 
denominadas no inducidas), donde las células fueron recolectadas mediante 
centrifugación a máxima velocidad en microfuga, y resuspendidas en tampón de 
muestra de proteínas 2 veces concentrado (ver apartado 3.2.15.4).  
Al resto de los cultivos se les añadió el agente inductor IPTG, a distintas 
concentraciones en cada experimento (desde 0,1 a 1 mM), y a temperaturas y tiempos 
variables. Al final de la inducción, se tomaron siempre alícuotas de 1 ml para el 
posterior análisis de extractos crudos de proteínas totales (muestras inducidas), que 
fueron preparadas del mismo modo descrito para las muestras no inducidas. 
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Figura 3.3. Esquema de pasos seguidos en la producción de proteínas recombinantes en E. coli. 
 
b) Lisis de los cultivos bacterianos 
Finalizado el tiempo de inducción, los cultivos fueron sometidos a centrifugación 
para recolectar las células. Los minicultivos fueron centrifugados a 800 xg en microfuga 
durante 10 minutos, y los midi y maxicultivos fueron sometidos a centrifugación en frío 
a 4200 x g durante 10 minutos. 
Se emplearon dos técnicas de lisis: 
? Lisis mediante el sistema comercial B-PER (B-PER Bacterial Protein 
Extraction Reagent, Pierce): este sistema ha sido desarrollado para la extracción 
de proteínas recombinantes solubles de bacterias (E. coli). Contiene un 
detergente no iónico suave en fosfato sódico 50 mM (pH 7,5). Para la lisis 
celular y separación de fracciones soluble e insoluble, se siguieron las 
recomendaciones del fabricante. 
? Lisis mediante sonicación: los sedimentos bacterianos fueron resuspendidos en 
los tampones de sonicación adecuados en cada caso (ver Tabla 3.9). Las 
muestras fueron sometidas a sonicación (sonicador Branson, Sonic Power 
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Company) de 3-4 pulsos (70 vatios) de 10 segundos cada uno (minicultivos) u 8-
10 pulsos de 10 segundos (midi y maxicultivos), en frío. Los lisados fueron 
sometidos a centrifugación a 16000 xg durante 5 minutos para separar las fases. 
El sobrenadante (fracción soluble) fue transferido a un tubo nuevo y el 
sedimento (fracción no soluble) fue resuspendido en el mismo volumen de PBS 
o procesado. 
 
Tampón Componente Concentración 
Tampón de sonicación A PBS 1X 
PBS 1X 
DTT 10 mM 
EDTA 1 mM Tampón de sonicación B 
Lisozima (Merck) 1mg/ml 
Tris-HCl pH8 50 mM 
NaCl 0,2 M 
DTT 1 mM 
Tampón de sonicación L 
(Chen et al., 2001) 
EDTA 1 mM 
Tampón de sonicación L - Tampón de sonicación C 
Lisozima  1 mg/ml 
 
Tabla 3.9. Tampones empleados en la lisis mediante sonicación de cultivos bacterianos 
inducidos. 
 
c) Procesamiento de la fracción no soluble 
El sedimento obtenido tras la centrifugación para separar las fases, fue 
resuspendido en un volumen del tampón adecuado para su solubilización. Los tampones 
empleados se indican en la Tabla 3.10. La solubilización se desarrolló durante 1 hora a 
temperatura ambiente y en agitación. 
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Tampón Componente Concentración 
PBS 1X 
Tween 20 2% Tampón de solubilización A 
SDS 0,03% 
Tampón de solubilización A - Tampón de solubilización B DTT 10 mM 
Tampón de solubilización B 50 mM Tampón de solubilización C Urea  3,5 M 
Tris HCl;  pH 8 50 mM 
DTT 10 mM 
SDS 0,03% 
Tween 20 2% 
MgCl2 5 mM 
Tampón de solubilización D 
ATP 2 mM 
Tris HCl; pH 8 50 mM 
DTT 10 mM 
MgCl2 5 mM 
Tampón de solubilización E 
ATP 2 mM 
 
Tabla 3.10. Tampones empleados para la solubilización de las proteínas contenidas en la fracción no 
soluble de los cultivos inducidos. 
 
d) Purificación de las proteínas de fusión mediante cromatografía de afinidad 
 
d.1) Cromatografía de afinidad en suspensión: se llevó a cabo la purificación de la 
proteína de fusión mediante cromatografía de afinidad en suspensión, basada en la 
unión de proteínas a una sefarosa que presenta glutation acoplado, y posterior elución de 
las mismas empleando un tampón que contendrá glutation reducido. Como resina se 
empleó glutation-sefarosa 4B (Amersham Biosciences) capaz de unir más de 8 mg de 
proteína por ml de cultivo. 
Las muestras fueron sometidas a unión con la resina en tubos eppendorf de 1,5 
ml, añadiéndose 20 a 40 μl de sefarosa 50%. Dicha unión se desarrolló tanto a 
temperatura ambiente durante 1 a 3 horas, como a +4ºC durante toda la noche. Tras este 
periodo de tiempo, los tubos fueron centrifugados a 500 xg durante 5 minutos, y los 
sobrenadantes fueron guardados a -20ºC para su posterior análisis (muestra no unida). A 
continuación se realizaron 3 lavados del sedimento con 10 volúmenes de PBS por cada 
μl de sefarosa, en agitación durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras cada 
lavado, los tubos se centrifugaron a 500 xg (5 minutos), y se eliminaron los 
sobrenadantes. Finalmente, la elución de la proteína recombinante, realizó con un 
tampón de elución (Tabla 3.11). Las eluciones se desarrollaron durante 10 minutos a 
temperatura ambiente y se recogieron por centrifugación a 500 xg (5 minutos). 
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Finalmente, con objeto de aumentar la pureza de la proteína recombinante, y 
eliminar proteínas contaminantes, las eluciones fueron sometidas a purificación 
mediante electroelución según se describe en el apartado e. 
  
d.2) Cromatografía de afinidad en columna: se emplearon las columnas GSTrap FF 
(Amersham Biosciences) que contenían 1ml de sefarosa Fast Flow con alta capacidad 
de unión y fácil drenaje, y con glutation inmovilizado. Las columnas se acoplaron a una 
bomba peristáltica y un colector de fracciones (Econo Pump, BioRad). Los pasos 
llevados a cabo en la purificación fueron: 
 
I. Equilibrado de la columna 
II. Paso de la muestra por la columna: La fracción no soluble solubilizada se aplicó 
a la columna en las condiciones que se recogen en la Tabla 3.11. La fracción no 
unida fue recogida para su posterior análisis mediante SDS-PAGE. 
III. Lavados de la columna: alícuotas de los lavados se analizaron mediante SDS-
PAGE. 
IV.  Elución de la muestra: se recogieron, en cada caso, de 10 a 12 fracciones de 1 a 
0,5 ml. 
 
Los parámetros y tampones desarrollados para la purificación se indican en la 
Tabla 3.11. 
Una vez más, para aumentar la pureza de la proteína recombinante, las 
fracciones del eluato fueron sometidas a purificación mediante electroelución en PBS y 
elución en PBS/urea según se describe en el apartado e. 
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Paso Flujo (ml/min) Tampones Composición 
Volumen 
aplicado (ml) 
Tampón L  Tabla 3.9 5 
PBS 1X 
DTT 1 mM 
Equilibrado 
de la 
columna 
1 Tampón U 
EDTA 1 mM 
5 
Unión de la 
muestra 0,2 - 
- 5-8 
PBS 1X 
DTT 1 mM Tampón U 
EDTA 1 mM 
6- 8 
Tampón U II Tampón U Urea 3 M 8 
Tampón L Tabla 2.9 5 
Tampón L 
Lavados 1 
Tampón L II Urea 2,3 M 8 
Tris –HCl 50 mM pH8 
Eluciones 0,5 -1 Tampón de Elución  Glutation reducido (Sigma) 10-15 mM 
5-10 
 
Tabla 3.11. Relación de etapas desarrolladas durante la purificación de proteínas recombinantes mediante 
cromatografía de afinidad en columna. Se reflejan los flujos, tampones y volúmenes ensayados en cada 
paso. 
 
e) Purificación mediante elución y electroelución 
Las muestras objeto de purificación (eluciones de la cromatografía de afinidad o 
fase no soluble de cultivos inducidos) fueron separadas en geles de poliacrilamida en 
sistema SDS-PAGE, y se tiñeron con una solución de KCl 250 mM previamente 
enfríada a -20ºC. La solución tiñe de color blanco las zonas del gel con mayor cantidad 
de proteína. Las bandas de interés, identificadas por su tamaño esperado, fueron 
escindidas del resto del gel mediante el uso de un bisturí y a continuación fueron 
sometidas a purificación mediante elución o electroelución. 
 
e.1) ELUCIÓN PBS/Urea 3,5 M: las bandas de proteína embebidas en acrilamida 
fueron troceadas en pequeños fragmentos, con el uso del bisturí, e introducidas en 
un tubo eppendorf que contenía PBS con urea 3,5 M. Generalmente se utilizaron 
100 μl de PBS por cada 0,5 cm2 de gel de acrilamida. La muestra fue sometida a 
elución durante toda la noche, en agitación, a una temperatura de +4ºC. 
Transcurrido este tiempo, los tubos fueron sometidos a centrifugación a 16000 xg, y 
los sobrenadantes, que contendrían la proteína de fusión, fueron recogidos y 
almacenados a -20ºC hasta su utilización. 
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e.2) ELECTROELUCIÓN EN PBS: en este caso se utilizaron los dispositivos 
GeBAflex Maxi o Midi (Geba) diseñados para diálisis y extracción de proteínas de 
cualquier soporte. Las bandas de poliacrilamida escindidas, fueron colocadas en una 
de las ventanas del dispositivo, añadiéndose de 60 a 100 μl de PBS 1X, por cada 0,5 
cm2 de gel de acrilamida. La electroelución se realizó en una cubeta de 
electroforesis horizontal, sumergiendo el tubo GeBAflex en tampón de 
electroforesis de proteínas 1X (apartado 3.2.15.4) y sometiéndolo a 100V durante 
150-180 minutos, en función del tamaño de la proteína. A continuación, el 
contenido de los tubos fue transferido a un tubo limpio y almacenado a -20ºC hasta 
su uso.  
 
3.2.14.2 Ensayos de expresión en Pichia pastoris 
 
A continuación se detallan los pasos realizados para la inducción de la expresión 
de proteínas en la levadura, así como los distintos protocolos de lisis y solubilización 
empleados. En la figura 3.4 se presenta un esquema de los pasos llevados a cabo.  
 
 
 
Figura 3.4. Esquema de pasos seguidos en la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris. 
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a) Inducción de los cultivos para expresión de proteínas heterólogas  
 
a.1) Inducciones a pequeña escala 
Para el crecimiento de los clones recombinantes, con objeto de obtener una 
cantidad de biomasa adecuada para proceder a la posterior inducción de la expresión de 
la proteína recombinante, se emplearon los medios BMGY (medio complejo tamponado 
con glicerol como fuente de carbono) y MGY (medio mínimo no tamponado, con 
glicerol como fuente de carbono) (Tabla 3.2). Los cultivos se incubaron a 28ºC en 
agitación (150-170 rpm) durante 18-20 horas, en erlenmeyer comunes o con hendiduras 
(buffled flasks), hasta alcanzar una D.O.600 de 2 a 6. Los volúmenes de cultivo utilizados 
correspondieron a 1/10 del volumen nominal de los erlenmeyer empleados en cada caso, 
con objeto de mantener una adecuada aireación. A continuación, las células fueron 
recogidas mediante centrifugación a 1500-3000 xg durante 5-15 minutos, a temperatura 
ambiente.  
 La inducción se realizó en medios BMMY (medio complejo, tamponado, con 
metanol como fuente de carbono) cuando el crecimiento se había realizado en medio 
BMGY, y en medio MM (medio mínimo no tamponado con metanol como fuente de 
carbono) cuando el crecimiento se había realizado en medio MGY (Tabla 3.2).  
En el caso de los ensayos de expresión realizados con clones recombinantes de 
la cepa X-33, los sedimentos celulares recogidos tras la fase de crecimiento, fueron 
resuspendidos en un volumen del medio adecuado, para alcanzar una D.O.600 de 1. Para 
los ensayos realizados con clones recombinantes de la cepa KM71H, las células fueron 
resuspendidas en un volumen del medio adecuado 10 veces inferior al volumen inicial 
de la fase de crecimiento. 
La inducción del promotor se mantuvo añadiendo metanol 100% cada 24 horas, 
a concentraciones finales de 0,5; 1 y 2%, manteniéndose los cultivos durante 90 horas. 
Cada 12-24 horas, se tomaron alícuotas de distintos volúmenes, para analizar extractos 
crudos celulares y/o proteínas secretadas al medio. En ambos casos, las alícuotas se 
centrifugaron a máxima velocidad en microfuga. Para el análisis en SDS-PAGE/WB de 
proteínas secretadas al medio se tomaron 20 μl del sobrenadante y para el análisis de 
proteínas intracelulares se procedió al lisado de los sedimentos celulares (punto b). 
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a.2) Inducciones en fermentador de 50 l 
Para llevar a cabo la inducción en un fermentador piloto de 30 L de volumen de 
trabajo (Bioengineering AG), primero se obtuvo un preinóculo sembrando 75 ml de 
medio BMGY con el clon recombinante, incubándolo a 30ºC, con agitación (250 rpm) 
durante 48 horas. 50 ml del preinóculo se emplearon para inocular 750 ml del mismo 
medio. El inóculo se incubó a 30ºC con agitación a 250 rpm durante 3 días. Todo el 
volumen se utilizó para inocular el fermentador que inicialmente contenía 14,25 L de 
medio BMGY. El proceso se desarrolló con parámetros constantes a temperatura de 
30ºC, pH de 5 (mediante la adición de NaOH al 25%) y flujo de aire 1800 L/h, y la 
concentración de oxígeno disuelto se mantuvo siempre por encima del 50% con una 
agitación de 300 a 1000 rpm. La presión se mantuvo a 100 mbar, pudiendo aumentarse 
hasta 500 mbar cuando fue necesario para mantener la presión parcial de oxígeno. 
El crecimiento inicial se desarrolló en modo discontinuo (batch) y la adición de 
glicerol se inició cuando la concentración celular fue tal que se necesitó una agitación 
de 400 rpm para mantener la concentración de oxígeno disuelto al 50%. La adición de 
glicerol se realizó en modo discontinuo alimentado (fed-batch) con un perfil 
exponencial que se mantuvo durante 10 horas. La tasa de adición de glicerol en cada 
instante vino dado por la fórmula Q=Q0eμt (donde Q= tasa de adición de glicerol g/h, t= 
tiempo en horas, μ= tasa específica de crecimiento 0,16 h-1).  
Finalizada la fase de adición de glicerol, la fase de alimentación con metanol 
(inducción) se desarrolló durante 70 horas, empleando los siguientes flujos: 4 horas: 43 
g/h; 4 horas: 86 g/h y 62 horas: 129 g/h. 
 
b) Procesamiento de cultivos inducidos 
En el caso de la construcción 18L1Zα, dado que la proteína se encuentra 
fusionada con la señal de secreción en su extremo N-terminal, se analizaron mediante 
SDS-PAGE, los sobrenadantes de los cultivos inducidos (medio en el que se indujeron 
las levaduras). Las células inducidas se trataron según se indica a continuación. 
 
b.1) Lisis de las células inducidas 
Se ensayaron diferentes métodos de lisis, empleando los tampones recogidos en la 
tabla 3.12. En todos los casos tras la ruptura, los lisados celulares se clarificaron 
mediante centrifugación a 1000 xg durante 10 minutos a 4ºC. 
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? Lisis mecánica con perlas de vidrio en vortex: se emplearon perlas de vidrio de 
0,5mm de diámetro empleando el tampón de ruptura I o tampón de ruptura II  
suplementado con DTT 10 mM y glicerol al 5%. 
? Lisis mecánica en homogeneizador: los sedimentos celulares se resuspendieron 
en un volumen de Tampón de ruptura II  igual al volumen original de cultivo, y 
se sometieron a ruptura en homogeneizador (Omnimixer, Sorvall) durante 4 
minutos a 0ºC. 
? Lisis por sonicación: los sedimentos celulares se resuspendieron en 0,5 a 1ml de 
Tampón de ruptura I por ml de cultivo inducido original y se sometieron a 
sonicación, mediante 14 pulsos de 10 segundos en frío, a una potencia de 70 
vatios. 
?  Lisis enzimática 
? Lisis enzimática con Glucanex y Zimoliasa: los sedimentos celulares, 
correspondientes a 5 ml de cultivo inducido original, fueron resuspendidos 
en 1 ml de Tampón de ruptura III, al que se añadieron zimoliasa y glucanex 
(Sigma) a concentraciones finales de 60 μg/ml y 80 μg/ml respectivamente, 
incubándose 1 hora a 37ºC. 
? Lisis enzimática con Liticasa:  
a) los sedimentos se resuspendieron en 1 ml de tampón de ruptura IV  por cada 
ml de cultivo inducido original. Se añadió β-mercaptoetanol (Bio-Rad) al 
0,001% y liticasa (Sigma) a concentración final de 500 U/ml. La digestión se 
desarrolló a 30ºC durante 2 horas.  
b) los sedimentos se resuspendieron en tampón de ruptura IV suplementado con  
DTT 10 mM, para alcanzar una concentración final de 330 mg/ml de cultivo. 
A la suspensión se añadió liticasa (Sigma) a concentración final de 500 
U/ml. La mezcla resultante se incubó a 30ºC durante 2 horas, para generar 
esferoplastos. Éstos fueron lisados mediante ruptura mecánica con perlas de 
vidrio del mismo modo que el descrito anteriormente.  
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Tampón Componenetes Aplicación 
Fosfato potásico 50 mM  
EDTA 1mM Tampón de ruptura I pH 7,4 Glicerol 5% 
Lisis mecánica con perlas de 
vidrio 
Lisis mediante sonicación 
Tris HCl 50 mM 
EDTA 1 mM Tampón de ruptura II 
(TEN) pH7,4 NaCl 150 mM 
Lisis mecánica con perlas de 
vidrio 
Lisis mecánica en 
Homogeneizador 
Sorbitol 0,9 M Tampón de ruptura III EDTA 0,1 M Lisis enzimática 
Sorbitol 1M 
Citrato sódico 10 mM Tampón de ruptura IV (SCE) pH 7,5 EDTA 10 mM 
Lisis enzimática 
 
Tabla 3.12. Relación de tampones de lisis empleados sobre los cultivos de levaduras inducidos. 
 
c) Ensayos de solubilización de las fracciones insolubles 
Para llevar a cabo la solubilización de los sedimentos (fracción no soluble) tras la 
clarificación de los lisados celulares obtenidos,  éstos fueron resuspendidos e incubados 
en diferentes tampones: 
• UREA 4-5M en PBS y solubilización durante 1 hora a temperatura ambiente. A 
continuación las muestras fueron o no dializadas frente a PBS. 
• Tampón de solubilización PTSD (PBS+Tween 20 al 2%+SDS al 0,03%+DTT 
10 mM) incubando 1 hora a temperatura ambiente. 
• Tampón de solubilización PSBM (PBS+SDS al 0,5%+β-mercaptoetanol al 1%), 
incubando a 100ºC durante 10 minutos. 
 
3.2.14.3 Ensayos de expresión en células de insecto 
 
 En el presente apartado se detallan los protocolos utilizados para la expresión de 
la proteína L1 de VPH18 en células de insecto, así como para la purificación de VLPs 
de la misma, que se resumen esquemáticamente en la Figura 3.5. 
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Figura 3.5. Esquema de pasos seguidos para los ensayos de cinética de expresión de la proteína L1 de 
VPH18 y la purificación de VLPs en células de insecto. En naranja se señalan los pasos para ensayos de 
cinética y en azul los pasos para purificación de VLPs. 
 
a) Infección de células de insecto para expresión de proteínas heterólogas 
Para llevar a cabo estos ensayos se trabajó con cultivos de 50 ml de células Sf9 y 
Sf21, en medio Sf900-II (Tabla 3.3) en erlenmeyer de 500 ml o con cultivos de 250 ml 
en fermentadores de 500 ml (volumen nominal), crecidos hasta una densidad de 1x106 
células por mililitro, según se ha indicado en el apartado 3.2.1.3. 
Alcanzada dicha densidad celular, se realizó la infección de los cultivos 
añadiéndose o no (en función del experimento), SFB inactivado por calor a una 
concentración final del 10%. Todas las infecciones se desarrollaron a 27ºC con 
agitación de 90 rpm (erlenmeyer) o de 150 rpm (fermentadores) durante un tiempo 
variable, siendo el máximo de 7 días. 
La viabilidad y la densidad celular se determinaron cada 6, 12 y/o 24 horas. Para 
ello se tomaron alícuotas de los cultivos infectados que se diluyeron en PBS, 
realizándose los recuentos celulares en cada caso, empleando un hemocitómetro de 0,2 
mm de profundidad. Las alícuotas diluidas se mezclaron con una solución de azul tripán 
(Gibco) en PBS, que teñirá las células no viables. Además, se tomaron alícuotas de 1,5 
ml que fueron posteriormente analizadas mediante WB (apartado 3.2.15.5) para 
determinar los niveles de expresión de la proteína en cada momento. 
 
b) Lisis de células infectadas 
Las células correspondientes a 750 ml de cultivos infectados en fermentadores, 
se recolectaron mediante centrifugación a 2000 xg durante 10 minutos, a +4ºC, en una 
centrífuga Beckman J2-21 M/E (Beckman Coulter) utilizando un rotor JA-14. Los 
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sedimentos celulares fueron resuspendidos en 1 ml de tampón de lisis (Tabla 3.13) de 
células de insecto, por cada 2x107 células, suplementado con los siguientes inhibidores 
de proteínas: Leupeptina (Roche) 10 μg/ml, Aprotinina (Sigma) 10 μg/ml,  PMSF 
(Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, Sigma) y Pepstatina A 10 μg/ml (Sigma).  
 
Componente Concentración 
Tris-HCl pH 7,5 10 mM 
NaCl 130 mM 
Tritón X-100 1% 
NaF 10 mM 
NaPi 10 mM 
NaPPi 10 mM 
 
Tabla 3.13. Composición del tampón de lisis de células de insecto. 
 
La lisis se desarrolló durante 45 minutos en hielo, y a continuación se llevó a 
cabo la sonicación en frío de las células utilizando un sonicador de micropipeta (Fisher 
Scientific). La suspensión celular se sometió a 5-7 ciclos de lisis de 20 segundos cada 
uno, a una potencia de 50-60%. El lisado fue centrifugado a 3000 xg durante 15 
minutos, a +4ºC. El sobrenadante fue recogido y se repitió una vez más la 
centrifugación. 
 
c) Purificación en sacarosa y ultracentrifugación en CsCl 
El sobrenadante se clarificó mediante centrifugación a 8000 xg, durante 30 
minutos (+4ºC), utilizando tubos de policarbonato. El sedimento se resuspendió en 20 
ml de una suspensión de sacarosa al 67% en agua, suplementada con CaCl2 (3,3 mM). 
Para la completa resuspensión de los sedimentos se utilizaron jeringas acopladas con 
agujas, y la muestra se pasó varias veces por las mismas, hasta que la suspensión fue 
casi homogénea. 
Dicha suspensión se sometió a centrifugación a 37600 xg durante 1 hora, a +4ºC, 
en rotor JA-20. Finalizada la centrifugación, los sedimentos se resuspendieron en 8 ml 
de PBS suplementado con MgCl2 1 mM y CaCl2 1 mM. En este paso también fue 
necesario realizar una resuspensión completa, por lo que una vez más se emplearon 
jeringas acopladas con agujas. Finalmente se añadió CsCl al 27% y la mezcla se 
homogeneizó mediante el uso de vortex. La suspensión fue utilizada para rellenar tubos 
perforables para el rotor Sw60ti (Beckman), donde se realizó la ultracentrifugación a 
207976 xg durante 48 horas a +4ºC.  
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Tras la centrifugación se recogieron, mediante punción con aguja y extracción 
con jeringa, todas las bandas obtenidas en el gradiente, que se encontraban localizadas 
de 1,3 a 1,7 cm del fondo del tubo. Además se midió el índice de refracción de las 
bandas recogidas, empleando un refractómetro. 
 
d) Eliminación del CsCl (desalado) 
La eliminación del CsCl se llevó a cabo utilizando columnas de desalado de 5 ml 
pre-empaquetadas con medio Sephadex G-25 superfino (GE Healthcare). La columna se 
acopló con un sistema de cromatografía de aire líquido ÄKTA Explorer 100 (GE 
Healthcare), equipado con un lector de UV a tres longitudes de onda simultáneas y 
monitores de conductividad y pH. 
La columna se equilibró con DPBS (PBS suplementado con CaCl2 0,1 mM, 
MgCl2 0,5 mM, KCl 2,67 mM, Invitrogen) o con PBS suplementado con MgCl2 1 mM , 
CaCl2 1 mM y NaCl 150 mM y las eluciones se llevaron a cabo a un flujo de 2 ml/min a 
temperatura ambiente en DPBS o PBS suplementado con MgCl2 1 mM , CaCl2 1 mM y 
NaCl 150 mM como tampones de elución. 
La recogida y análisis de datos se llevó a cabo utilizando el programa 
UNICORN 5.0 (GE Healthcare). 
 
3.2.15 Análisis y caracterización de proteínas 
 
3.2.15.1 Diálisis de muestras de proteínas 
 
Las diálisis para eliminar sales, urea, detergentes etc., fueron realizadas en 
casetes de diálisis de valor nominal de corte de 7KDa (Pierce), o en tubos GeBAflex 
(GeBa). Todas fueron realizadas frente a volúmenes del tampón adecuado en cada caso, 
de 200 a 1000 veces el volumen de muestra, realizándose además en 1 ó 2 cambios de 
tampón, siendo normalmente el último desarrollado durante toda la noche a +4ºC. 
 
3.2.15.2 Concentración de proteínas 
 
La concentración muestras de proteínas se llevó a cabo empleando dos métodos: 
a) Concentración mediante precipipitación con Etanol: se añadieron 5 volúmenes de 
Etanol 100% frío (-20ºC) a las muestras de proteínas en DPBS. La mezcla se incubó a   
-20ºC durante 1-12 horas. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a velocidad 
Materiales y Métodos 
 79
máxima en microfuga, y tras el secado de los precipitados se resuspendieron a volumen 
final en DPBS, o PBS suplementado con MgCl2 1 mM , CaCl2 1 mM y NaCl 150 mM. 
 
b) Concentración mediante el uso de unidades Microcon YM-10 (Millipore): se 
siguieron las recomendaciones del fabricante. 
 
3. 2.15.3 Determinación de las concentraciones de proteína 
 
a) Determinaciones mediante medidas espectofotométricas 
La concentración de proteínas se determinó midiendo la absorbancia a 280 y 260 
nm, utilizando la fórmula: [mg/ml] = (1,55A280 – 0,76A260) x Fd , siendo Fd = Factor de 
dilución, o la fórmula 1 U A280= 1mg/ml en el caso de las medidas realizadas en el 
aparato nanodrop. 
Las medidas de A260 y A280, se obtuvieron de la misma forma a la indicada en el 
apartado 3.2.8. Como blanco, se utilizó el diluyente en el que se encontraba la muestra a 
analizar en cada caso. 
 
b) Determinación mediante el uso de ensayos colorimétricos 
Se utilizó el sistema comercial BCA Protein Assay Kit (Pierce) basado en el 
método conocido como BCA. Este método combina la reducción de los cationes 
divalentes Cu2+ a cationes monovalentes Cu1+, llevada a cabo por las proteínas en medio 
alcalino (reacción de Biuret), con la reacción colorimétrica altamente sensible y 
selectiva que ocurre entre el catión cuproso Cu1+ y el ácido bicinconínico (BCA). La 
reacción de biuret no tiene lugar en presencia de aminoácidos individuales ni 
dipéptidos, sino sólo en presencia de tripétidos o polipéptidos de mayor tamaño así 
como proteínas. En el segundo paso, el BCA reacciona con el catión cuproso formado 
en la reacción de biuret dando lugar a un complejo BCA/ Cu+ soluble en agua, que 
presenta una fuerte absorbancia a 562 nm que aumenta de forma lineal a medida que 
aumenta la concentración de proteína. 
El ensayo se llevó a cabo en placas multipocillo (96 pocillos) siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. La absorbancia fue leída a 562 nm en un lector de 
microplacas (Molecular Probes). La curva patrón se generó con muestras de BSA de 
concentración conocida, proporcionadas por el fabricante. 
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3.2.15.4 Electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) 
 
Para la separación y el análisis de proteínas totales y purificadas, se empleó la 
técnica de separación electroforética de proteínas descrita por Laemmli (1970).  
 
a) Acrilamida y tampones de electroforesis 
La separación de proteínas se llevó a cabo en  geles de acrilamida:bisacrilamida 
(30:1, Amresco) discontinuos. El gel de entrada se realizó siempre a una concentración 
del 4%, en tanto que el gel separador se preparó a diferentes concentraciones en función 
de las proteínas a separar (7,5%, 10%, 12%). También se utilizó la mezcla de 
acrilamida:biscarilamida (37,5:1) comercial Protogel (National Diagnostics). Como 
tampón de electroforesis se empleó una solución 1X compuesta por Tris Base 3 g/L; 
Glicina 14,4 g/L; SDS al 0,1% (p/V). 
También se utilizaron geles de SDS-PAGE en gradiente preempaquetados 
(NuPAGE 4-12%, Invitrogen), empleándose tampón MES (Invitrogen) como tampón de 
electroforesis.  
Se utilizaron diferentes marcadores de peso molecular preteñidos de distintas 
casas comerciales (BioRad, Fermentas, Invitrogen) y no teñidos (BioRad, GE-
Healthcare). 
  
b) Preparación de las muestras 
Las muestras a analizar se diluyeron en tampón de muestra 6X, llevándolo a una 
concentración final 1X (Tabla 3.14) y se hirvieron durante 3 minutos. A continuación 
fueron transferidas a hielo y clarificadas mediante centrifugación a la máxima velocidad 
en microfuga, durante 3 minutos. En cada pocillo se cargaron aproximadamente 20 μl 
de muestra. Para los geles preparativos se emplearon 250 μl de muestra. 
 
Componentes Concentración 1X 
Tris-HCl pH 6,8 62,5 mM 
Glicerol 20% (v/v) 
β-mercaptoetanol 5% (v/v) 
SDS 2% (p/v) 
Azul de bromofenol 2,5% p/v 
 
Tabla 3.14. Composición del tampón de muestra para separación electroforética en geles de 
acrilamida. 
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En el caso de las muestras analizadas en geles pre-empaquetados, se diluyeron 
en el tampón de muestra LDS 4X (Invitrogen) a concentración final 1X, al que 
previamente se le añadió el agente reductor (Invitrogen) y se desnaturalizaron a 70ºC 
durante 10 minutos.  
 
c) Condiciones electroforéticas 
Los geles se realizaron en cubetas de electroforesis de Bio-Rad (Miniprotean II), 
ATTO y OmniPAGE. La electroforesis se llevó a cabo a amperaje constante de 0,2 
mA/cm2 hasta superar el gel concentrante, y a un amperaje constante de 
aproximadamente 0,5 mA/cm2 durante la separación de las proteínas en el gel inferior 
separador. En el caso de los geles de acrilamida pre-empaquetados, la separación se 
desarrolló a voltaje constante, 200V, durante aproximadamente 35 min. 
 
d) Tinción de geles de poliacrilamida 
Los geles se fijaron y tiñeron durante 30 minutos en una solución constituida por 
Azul Coomassie R-250 (BioRad) al 0,25% (p/v); metanol al 45% (v/v) y ácido acético 
al 10% (v/v). Los geles fueron desteñidos en una solución de metanol al 25% y ácido 
acético al 7,5%, manteniéndose en agitación hasta que las bandas de las proteínas 
fueron claramente visibles. 
Adicionalmente se empleó la solución de Azul Coomassie SeeBand (Geba), que 
no contiene ácido acético. Los geles fueron lavados en agua destilada durante 1 minuto, 
sometidos a calor en microondas a la máxima potencia. Este lavado se repitió durante 
dos veces más siendo necesario para eliminar el SDS de los geles. A continuación 
fueron teñidos durante 1 minuto en la solución de Coomassie comercial, también en 
microondas a la máxima potencia. Finalmente el desteñido se realizó en agua destilada, 
a temperatura ambiente, hasta que las bandas fueron claramente visibles. 
 
3.2.15.5 Electrotransferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa  
 
Las muestras separadas electroforéticamente en SDS-PAGE, fueron transferidas 
a membranas de nitrocelulosa, utilizando dos métodos: transferencia húmeda y 
transferencia semiseca. 
Cuando fue necesario, para cortar tiras de nitrocelulosa, correspondientes a las 
calles del gel de acrilamida, o para asegurar la integridad de las proteínas transferidas, 
las membranas se tiñeron temporalmente con Ponceau S al 0,1% (Fluka) en una 
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solución de ácido acético al 5%, destiñéndose posteriormente en agua hasta, la 
visualización de las bandas y después hasta su posterior desaparición.  
 
a) Transferencia húmeda 
Se utilizó un sistema de transferencia húmeda (BioRad), empleando como 
tampón de transferencia una solución constituida por: tampón de electroforesis 1X + 
metanol al 20% (v/v). Las membranas de transferencia empleadas fueron membranas de 
nitrocelulosa de 0,45 μm (BioRad) y membranas Hybond-C (Amersham Biosciences). 
La transferencia se realizó a temperatura ambiente durante una hora a amperaje 
constante (1,5 mA/cm2).  
 
b) Transferencia semiseca 
Se empleó un sistema de transferencia semiseca (Amersham) para la 
transferencia de los geles pre-empaquetados (Invitrogen). Como tampón se utilizó la 
siguiente mezcla: NuPAGE Transfer Buffer 20X (Invitrogen) 1X y Metanol al 10% 
(v/v). La transferencia se desarrolló a amperaje constante de 1 mA / cm2 durante 1 hora 
y media. 
 
3.2.15.6 Western Blot. Inmunodetección de proteínas en membranas de 
nitrocelulosa 
 
Las membranas fueron incubadas en solución de bloqueo (Tabla 3.15). El 
bloqueo se desarrolló durante 1-2 horas a temperatura ambiente, o durante toda la noche 
a +4ºC. 
 
Tampón Composición 
Tris-HCl pH 7,4 20 mM TBS NaCl 150 mM 
TBS  TBST Tween 20 0,05% (v/v) 
BSA (3%)+TBST+Tritón X-100 (0,1%)  Soluciones de bloqueo 
Leche desnatada (5%)+TBST+ Tritón X-100 (0,1%) 
BSA (1%)+TBST+Tritón X-100 (0,1%) Tampón para dilución de 
anticuerpos Leche desnatada (1%)+TBST+ Tritón X-100 (0,1%) 
 
Tabla 3.15. Composición de los tampones y soluciones empleadas en WB. 
 
A continuación, las membranas fueron lavadas en TBS durante 5-10 minutos y 
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios o anticuerpos directos (Tabla 
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3.16), diluidos en los tampones para dilución de anticuerpos reflejados en la tabla 3.15. 
La unión se desarrolló tanto 1-2 horas a temperatura ambiente como toda la noche a 
+4ºC. 
 
Anticuerpo Dilución en WB 
Sueros humanos 1:50 y 1:100 
Sueros hiperinmunes de ratón 1:50 y 1:100 
Cóctel de amplio espectro (IH8) 1:80 y 1:100 
Anticuerpo monoclonal anti-VPH18 
HPV-4C4 
1:100 y 1: 200 
Anti-mycAP 1:2000 
Anti-GSTHRP 1:5000 
 
Tabla 3.16. Anticuerpos primarios conjugados y no conjugados empleados en las 
inmunodetecciones mediante WB. Se indica la dilución de trabajo empleada para cada uno de 
ellos. 
 
Transcurrida la incubación con los anticuerpos primarios, se realizaron una serie 
de lavados para eliminar los anticuerpos no unidos y evitar así reacciones inespecíficas 
(dos lavados en TBST de 10 minutos y un lavado en TBS de 5 minutos). A continuación 
las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes 
(Tabla 3.17) diluidos en las mismas soluciones que los anticuerpos primarios (Tabla 
3.15), durante 1-2 horas a temperatura ambiente. 
 
Anticuerpo Dilución de trabajo 
Anti-IgG humanaHRP 1:3000 y 1:5000 
Anti-IgG humanaAP 1:20000 
Anti-IgG de ratónHRP 1:10000 
Anti-IgG de ratónAP 1:10000 
Anti-IgG de ratónAP 1:3000 
 
Tabla 3.17. Anticuerpos secundarios empleados en WB. 
 
Posteriormente, las membranas fueron lavadas igual que en el paso anterior para 
eliminar el exceso de anticuerpo conjugado. 
Finalmente se llevó a cabo el revelado, con los sustratos correspondientes en 
función de la enzima con la que estuviera conjugado el anticuerpo (HRP o AP, ver 
Tabla 3.18). El revelado se desarrolló a temperatura ambiente, en agitación y oscuridad, 
hasta que las bandas fueron claramente visibles, normalmente evitando un exceso de  
fondo. El revelado fue detenido con agua destilada en todos los casos. 
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Enzima Reactivos  Concentración Diluyente 
DAB (SIGMA) 
(2 μg/ml en metanol) 200 μg/μl 
Cloronaftol (SIGMA) 
(3 μg/ml en metanol) 300 μg/μl Peroxidasa 
H2O2 (SIGMA) 
(30%) 0,006% 
PBS 
NBT (SIGMA) 
(10 mg/ml en DMF 70%) 330 μg/ml 
BCIP (SIGMA) 
(5 mg/ml en DMF) 170 μg/ml 
Tampón fosfatasa 
(Tris-HCl 100mM pH 9,5; NaCl 100 
mM; MgCl2 5 mM) 
 
Fosfatasa 
alcalina 
1 step NBT/BCIP 
(Pierce) - - 
 
Tabla 3.18: Lista de sustratos utilizados para revelar las reacciones enzimáticas de anticuerpos 
conjugados. Se indican además, los diluyentes empleados en cada caso. 
 
En los ensayos de cinética de expresión de  proteínas, las bandas obtenidas tras 
el revelado de los WB, fueron analizadas densitométricamente, utilizando el software 
Image Quant (Image Quant version 5.0 Build 050, Molecular dynamics). 
Los datos de intensidad de las bandas obtenidos, se normalizaron dividiendo 
todos los valores entre el menor de cada membrana. Posteriormente, estos datos fueron 
analizados utilizando el programa Microsoft Excel (Microsoft). 
 
3.2.15.7 Eliminación de anticuerpos unidos a membranas 
 
 Para la eliminación de anticuerpos unidos a las membranas de nitrocelulosa de 
WB, se empleó una solución de eliminación de anticuerpos (GeBa). Las membranas se 
incubaron sumergidas en la solución durante 30 minutos, en agitación vigorosa. 
Finalmente se sometieron a 6 lavados con 300 ml de agua destilada cada uno. En este 
momento se consideraron listas para ser sometidas a incubación con nuevos 
anticuerpos. 
 
3.2.15.8 ELISA 
 
 Para realizar los ensayos de ELISA se emplearon placas multipocillo Maxisorp y 
Polysorp de 96 pocillos de fondo plano (Nunc). 
 Los antígenos empleados en los ensayos se diluyeron a concentraciones 
deseadas en Tampón carbonato/bicarbonato (NaHCO3 1M; Na2HCO3 1M; pH 9,6), 
sensibilizándose las placas con 100 µl de la dilución, durante 12-16 horas a +4ºC.  
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A continuación las placas se lavaron cuatro veces con solución de lavado 
(PBST: PBS pH 7,4, suplementado con Tween 20 al 0,05%) y se incubaron con 
solución de bloqueo (BSA al 1 o al 3% en PBST), durante 1-2 horas a 37ºC. Tras el 
bloqueo y los lavados, a cada pocillo se añadieron 100 µl del suero o anticuerpo 
correspondiente, preparado en BSA al 1% en PBST. Las placas con las muestras se 
incubaron durante 1 hora a 37ºC y a continuación se lavaron, como en los casos 
anteriores, para eliminar los anticuerpos no unidos. Finalmente se añadieron los 
anticuerpos conjugados con HRP correspondientes (ver Tabla 3.16 y 3.17), preparados 
en solución de bloqueo a las diluciones indicadas por el fabricante incubándose 1 hora, 
a 37ºC. Las placas se lavaron y se revelaron con 100 µl de solución de revelado: OPD 
(Sigma) 3 mg/ml, en tampón citrato-fosfato (C6H5Na3O7 50 mM; Na2HPO4 100 mM; 
pH 5), suplementado con H2O2 al 0,03%; o bien empleando el sustrato comercial 
preparado (Sigma-Fast OPD, ortofenilendiamina). El revelado se detuvo añadiendo 50 
µl de H2SO4 4 N en el primer caso o 50 µl de HCl 3M en el segundo. La lectura de las 
placas se realizó empleando un lector Denley Wellscan, a 492 nm. 
El punto de corte se calculó como la media de las absorbancias de los sueros 
negativos más dos veces la desviación estándar. 
 
3.2.15.9 Microscopía electrónica de transmisión 
 
Un volumen variable de las muestras a analizar (3-10 µl), se depositó en rejillas 
Formvar cubiertas de cobre (400-mesh) con película de polivinilo (Aname), durante 1 
minuto. La rejilla se sumergió en acetato de uranilo al 1% durante 30 segundos 
dejándose secar al aire a temperatura ambiente. El exceso de acetato se eliminó con 
papel de filtro, repitiéndose esta operación 2 veces más. Finalmente las muestras se 
dejaron secar al aire, a temperatura ambiente, sobre papel de filtro. Una vez secas, las 
preparaciones fueron observadas empleando un microscopio electrónico JEM 200 Ex 
(JEOL, Sollentuna, S). 
 
3.2.15.10 Análisis por Dispersión Dinámica de Luz (DLS) 
 
Mediante esta técnica se puede determinar el diámetro de diversas partículas, 
midiendo el movimiento browniano de las partículas presentes en la muestra, 
interpretando posteriormente el tamaño de éstas mediante teorías establecidas.  
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Para ser sometidas a este análisis, las muestras fueron diluidas a concentraciones 
de proteína total de 60 y/o 30 μg/ml en tampón PBS suplementado con MgCl2 1 mM, 
CaCl2 1 mM y NaCl 150 mM y filtradas empleando filtros para jeringas de 0,2 ó 0,45 
μm (Millipore). 
Las medidas se realizaron empleando un aparato Zetasizer ZEN 3600 (Malvern 
Instruments Ltd.), que analiza cada muestra por triplicado. Las muestras se dispusieron 
en cubetas desechables, y se fijó como dispersante el tampón utilizado en la dilución de 
las mismas. La recogida y análisis de datos se llevó a cabo utilizando el software  
Dispersion Technology Software 4.20 (Malvern Instruments Ltd.) 
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4. RESULTADOS 
 
En el presente apartado se detallan los resultados obtenidos a lo largo de los 
experimentos de clonación y expresión de las distintas construcciones de la proteína L1 
de VPH18, en distintos sistemas de expresión procariotas (E. coli) y eucariotas, tanto en 
levaduras (P. pastoris), como en células de insecto (empleando baculovirus 
recombinantes). 
En la figura 4.1 se muestran todas las construcciones generadas para su 
expresión en los distintos sistemas. 
 
  
Figura 4.1. Perfiles deducidos de la secuencia de aminoácidos de la proteína L1 de VPH18 obtenidos con 
el programa Protean (DNAstar). (A) Índice de hidrofobicidad de Kyte & Doolittle (Kyte & Doolittle, 
1982), (B) Índice antigénico de Jameson-Wolf (Jameson & Wolf, 1988) y (C) Probabilidad de 
localización en superficie de Emini (Emini et al., 1985). En el recuadro morado se muestra la región N-
terminal de carácter fuertemente hidrofóbico delecionada en las construcciones utilizadas en bacterias y 
baculovirus. 
 
 A lo largo del trabajo, nos referiremos a las posiciones en pares de bases (pb) de 
la secuencia que codifica proteína L1 de VPH18 en relación al codón de inicio virtual 
proporcionado por las bases de datos, en la posición 5430 del genoma (posición 1 del 
alineamiento del gen mostrado en el Anexo 1). Corriente abajo de éste, en el mismo 
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marco de lectura, encontraremos otros dos ATG que corresponden a las posiciones 5535 
y 5613 del genoma respectivamente (posición 106 y posición 184, ver Anexo 1). El 
ATG de la posición 5613 corresponde a la denominada metionina consenso que es 
común a VPHs de alto y bajo riesgo. Sólo los VPH de alto riesgo presentan otras 
metioninas alternativas a la consenso (Webb et al., 2005). 
 
4.1 EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES DE L1 DE VPH18 EN 
Escherichia  coli 
 
Se realizó la expresión de proteínas recombinantes basadas en construcciones 
obtenidas a partir de la proteína L1 de VPH18, como proteínas de fusión con GST en su 
extremo N-terminal. Para ello se empleó el sistema basado en los vectores de expresión 
pGEX-4T. La fusión con la proteína GST se llevó a cabo para facilitar la posterior 
purificación de las proteínas recombinantes generadas, mediante cromatografía de 
afinidad con glutation. 
En este sistema se generaron dos construcciones: 
 
1. Construcción correspondiente a la región carboxi-terminal de la proteína L1 de 
VPH18, correspondiente a los aminoácidos 377 a 569, fusionada con GST en su 
extremo N-terminal. Se denominó GST-18L1Ct. La región carboxi-terminal de la 
proteína L1 tiene poco carácter hidrofóbico según el índice de hidrofobicidad de 
Kyte & Doolittle, y presenta mayores probabilidades de aparecer en superficie según 
el perfil de Emini, así como de poseer carácter antigénico según Jameson-Wolf, que 
la región N-terminal  (ver Figura 4.1). En la proteína nativa, los residuos contenidos 
en esta construcción forman 5 α-hélices, tres de las cuales son responsables de la 
interacción con otros capsómeros, otra hélice actúa como ancla, y finalmente los 
últimos 31 residuos no presentan plegamiento y se proyectan hacia el interior de la 
partícula (Figura 1.6). 
 
2. Construcción correspondiente a la región L1 delecionada en 71 aminoácidos (10 
aminoácidos desde la tercera metionina o metionina consenso), fusionada con GST 
en su extremo N-terminal. Se denominó GST-ΔN7118L1. El extremo N-terminal de 
la proteína L1 presenta un fuerte carácter hidrofóbico, una baja probabilidad de 
aparecer en la superficie de la proteína plegada y poco carácter antigénico (ver 
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Figura 4.1). Las proteínas con fuerte carácter hidrófobo tienen una gran tendencia a 
la formación de cuerpos de inclusión cuando son expresadas en sistemas 
bacterianos, que dificultan su posterior detección y purificación. Por estos motivos, 
se decidió delecionar la región N-terminal mencionada. 
 
El esquema completo seguido para la obtención de las proteínas recombinantes se 
muestra en la figura 4.2. De forma resumida, los productos de amplificación obtenidos 
con oligonucleótidos seleccionados fueron clonados en el vector pCR-2.1 TOPO y, o 
bien subclonados en los vectores pGEX-4T (estrategia seguida para generar la 
construcción GST-18L1Ct), o bien recuperados del vector por un nuevo proceso de 
amplificación con oligonucleótidos internos conteniendo dos dianas de restricción para 
realizar una clonación dirigida en el vector pGEX-4T (construcción GST-ΔN7118L1). 
El proceso se detallará a continuación. 
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Figura 4.2. Esquema de pasos seguidos para la obtención de clones recombinantes para las construcciones 
realizadas en E. coli. 
 
4.1.1 Amplificación de la región L1 de VPH18 
 
Para la amplificación de la región L1 de VPH18, se diseñaron varias parejas de 
oligonucleótidos (Tabla 3.4), localizados en distintas regiones, tanto internos como 
externos a la secuencia que codifica la proteína L1 (Figura 4.3). Sólo con las parejas que 
aparecen enmarcadas en la figura, se obtuvo amplificación. 
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Figura 4.3. Esquema de todos los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de la región L1 de 
VPH18, para su expresión en sistemas procariotas. Recuadradas se muestran las parejas con las que se 
obtuvo amplificación. 
 
a) Construcción GST-18L1Ct 
 
La amplificación de la región carboxi-terminal para la construcción GST-
18L1Ct se obtuvo por PCR con la pareja de oligonucleótidos MY11/18L1FRn. Como 
molde se emplearon extracciones de ADN de células HeLa (controles de amplificación), 
así como extracciones de ADN de células de cérvix de una paciente caracterizada 
genéticamente como infectada (1V3VPH) con VPH18. Las condiciones de PCR se 
muestran en la Tabla 3.5. Se obtuvo así la amplificación de un fragmento de 576 pb 
(Figura 4.4, A). Se continuó trabajando con el producto de amplificación procedente de 
la muestra clínica, que se clonó en el vector pCR2.1-TOPO para facilitar su posterior 
subclonación (EcoRI) en los vectores de expresión. Los clones recombinantes se 
identificaron mediante análisis de los plásmidos digeridos con EcoRI en agarosa (Figura 
4.4, B). 
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Figura 4.4. Análisis en agarosa al 2,5% de (A) productos de amplificación obtenidos con los cebadores 
MY11/18L1FRn para amlificación de la región carboxi-terminal. Calle 1: amplificación sobre 
extracciones de ADN de muestras clínicas. Calle 2: amplificación sobre extracciones de ADN de células 
H1HeLa (B) Calle 1: plásmido digerido con EcoRI aislado de un clon recombinane obtenido tras la 
clonación  de este producto de amplificación en el vector pCR2.1-TOPO. M: marcador de tamaño 
molecular. 
 
b) Construcción GST-ΔN7118L1 
 
Inicialmente se emplearon las parejas de cebadores L1EXTFWC/L1EXTRWC y 
PV18F2-L/PV18R2-L. No se obtuvo amplificación con ninguno de ellos ni a partir de 
muestras clínicas ni a partir de ADN de la línea celular HeLa, por lo que se diseñaron 
unos oligonucleótidos más externos a la región L1 (FW18MO/RW18MO) (Figura 4.3). 
En esta reacción de amplificación se emplearon como ADN molde, extracciones de 
ADN de células HeLa (control de amplificación), y de células cervicales de una 
paciente infectada con VPH18 (muestra 2V3VPH), si bien se prosiguió con la 
amplificación obtenida a partir de la muestra clínica. Las condiciones de PCR se 
muestran en la Tabla 3.5. Se consiguió así un producto de PCR de 2160 pb (Figura 4.5, 
A) que fue clonado en el vector pCR-2.1 TOPO. El ADN plasmídico de los clones 
recombinantes de E. coli seleccionados tras el clonaje, fue aislado y digerido con EcoRI 
(Figura 4.5, B). Los plásmidos recombinantes fueron empleados como molde para una 
reacción de PCR con la pareja 18L1FD2/18L1RD2, basados en oligonucleótidos 
diseñados previamente por Sehr y colaboradores (Sehr et al., 2002). Los ciclos de 
amplificación se muestran en la Tabla 3.5. Tras la reacción se obtuvo un fragmento de 
1504 pb (Figura 4.5, C).  
Resultados 
 93
 
 
 
Figura 4.5. Análisis en agarosa 0,7% de amplicones obtenidos para la generación de la construcción 
GST-ΔN7181L1. (A): Primera amplificación (2160 pb) con los cebadores 18L1FWMO/18L1RWMO 
realizada sobre una muestra clínica. (B): Amplicón clonado en vector pCR-2.1 TOPO. (C): Producto de 
amplificación obtenido con los cebadores 18L1FD2/18L1RD2.  M: marcador de tamaño molecular. 
 
4.1.2 Clonación en vectores pGEX-4T 
 
Para la expresión de proteínas de fusión en E. coli se empleó el vector de alta 
expresión pGEX-4T-1 en ambos casos, digerido con las enzimas EcoRI (construcción 
GST-18L1Ct) o con las enzimas EcoRI/XhoI  (construcción GST-ΔN7118L1). Los 
productos de ligación fueron empleados para la transformación de varias cepas de E. 
coli: XL1-Blue y BL21 en ambas construcciones y de células C41(DE3) y C43(DE3) 
sólo en el caso de la construcción GST-ΔN7118L1. Las células XL1-Blue fueron 
empleadas por su capacidad para mantener estables los plásmidos, en tanto que las 
cepas BL21, C41(DE3) y C43(DE3), fueron seleccionadas especialmente para la 
expresión de proteínas recombinantes.  
También se realizaron clonaciones de la construcción correspondiente a la 
región carboxi-terminal en los vectores pGEX-4-T2 y pGEX-4-T3 (resultados no 
mostrados), con objeto de comprobar que sólo se producía una inserción en el marco de 
lectura adecuado en el vector pGEX-4-T1. Se aprovechó la construcción en el vector 
pGEX-4-T3 (GST-pGEX) para utilizarla como control de inducción de la expresión y 
para la producción de GST, que en este caso presentaría 29 aminoácidos adicionales 
derivados del vector y un peso molecular deducido de 29 KDa. 
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4.1.3 Comprobación de la integridad de las construcciones 
 
Las construcciones fueron secuenciadas con los cebadores 5’pGEX, 3’pGEX, 
18L1F600, 18L1F700 y AOXL1-8 (construcción GST-ΔN7118L1) o con los cebadores 
5’pGEX, 3’pGEX, MY09, MY11 y 18L1FRn (Figura 3.1).  
La secuencia aminoacídica deducida de la proteína de fusión GST-18L1Ct 
presentó 438 aminoácidos (232 de GST + 206 de 18L1Ct), con un peso molecular de de 
50 KDa, y un punto isoeléctrico de 8,2. 
En el caso de la proteína recombinante correspondiente a la región L1 completa, 
carente de los primeros 71 aminoácidos (GST-ΔN7118L1), la secuencia aminoacídica 
deducida presentó 733 aminoácidos (229 de GST + 504 de ΔN7118L1), con un peso 
molecular de 82,9 KDa y un punto isoeléctrico de 7,5. 
Las secuencias obtenidas se alinearon con la seleccionada como referencia, con 
número de acceso X05015 (Cole & Danos, 1987) corregida por Meissner (Meissner, 
1997), que corresponde a un clon de origen Asiático-Amerindio. Con respecto a dicha 
secuencia, en la construcción GST-ΔN7118L1 (amplificada a partir de la muestra 
2V3VPH) encontramos dos bases diferentes en las posiciones 446 y 972 del 
alineamiento (Anexo 1). Estas diferencias son descritas en clones pertenecientes a la 
variante europea (Arias-Pulido et al., 2005). Sólo la modificación de la posición 446 
produce un cambio de aminoácido en la posición 149 que es conservado. 
 En cuanto a la construcción GST-18L1Ct (amplificada a partir de la muestra 
1V3VPH), encontramos 5 bases diferentes, que no se han podido relacionar con las 
variantes descritas hasta la fecha. Es de destacar que, en esta construcción, la deleción 
de la adenina en la posición 1692 provocó un cambio en el marco de lectura de modo 
que los cuatro últimos aminoácidos correspondientes a la proteína L1 pasaron de RARK  
a VPGR. Además debido a este cambio en el ORF se añaden 15 aminoácidos más al 
extremo carboxi-terminal, puesto que la interrupción de la traducción se produjo a partir 
del tercer codón de parada aportado por el vector, en lugar de a partir del segundo 
(Anexo 1). 
 
4.1.4 Optimización de la producción de proteínas de fusión recombinantes 
 
4.1.4.1 Optimización de la expresión 
 
Una vez comprobada la integridad de la secuencia de los mismos, el siguiente 
paso fue la optimización de la expresión de la proteína de fusión. Para ello, inicialmente 
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se trabajó con minicultivos (10 ml), con objeto de determinar las condiciones más 
adecuadas para la inducción de la expresión. Los parámetros que se analizaron durante 
la optimización de la misma fueron: medio de cultivo (LB o SOB suplementados con 
ampicilina), densidad óptica a 600 nm (D.O.600) del cultivo en el momento de inducción 
(desde 0,3 hasta 1,7), concentración de IPTG (0,1 a 1 mM), temperatura (temperatura 
ambiente, 28 y 37ºC) y tiempo de inducción (3-20 horas). En cada caso se analizaron 
extractos crudos de cultivos inducidos y no inducidos (1 ml). 
 Inicialmente se llevó a cabo la inducción correspondiente a la construcción que 
expresaba la proteína GST (GST-pGEX). Las condiciones empleadas fueron: medio 
LB, temperatura de 37ºC e inducción del cultivo a una D.O.600 = 0,4-0,5 con IPTG a 
concentración final 0,8 mM, durante durante 3 horas. Tras el análisis de extractos 
crudos en SDS-PAGE, se observó una intensa banda a la altura del marcador de 28 KDa 
que no aparecía en los extractos de cultivos no inducidos. Cuando la inducción se 
realizaba a 28ºC, en lugar de a 37, la expresión era mucho más pobre (Figura 4.6 A). 
  
 
 
Figura 4.6. SDS-PAGE 10% de extractos crudos de alícuotas de 1 ml de minicultivos. (A) Construcción 
GST-pGEX, 1: cultivo no inducido, 2 y 3: cultivos inducidos 3 horas. (B) Construcción GST-18L1Ct 1: 
cultivo no inducido, 2, 3 y 4: cultivos inducidos 3 horas. TA: temperatura ambiente. M: marcador de peso 
molecular preteñido. 
 
Se comenzó la puesta a punto de la expresión con la proteína de fusión GST-
18L1Ct en la cepa BL21, dado que al tratarse de una proteína más pequeña, y 
probablemente con mayor carácter hidrofílico que la correspondiente a construcción 
completa, se pensó que la optimización de la expresión sería más sencilla, pudiendo a 
continuación extrapolar esas condiciones para la expresión de la proteína GST-
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ΔN7118L1. Inicialmente las inducciones se realizaron en medio LB, en volúmenes de 
10 ml en las mismas condiciones descritas antes para la construcción pGEX-GST. Sin 
embargo, tras el análisis en SDS-PAGE de los extractos crudos de alícuotas de los 
cultivos inducidos, no se observó inducción clara de la proteína.  
Por ello con ambas construcciones se determinaron empíricamente las 
condiciones óptimas de expresión, tras múltiples ensayos variando las condiciones de 
inducción. Se emplearon medios LB y SOB, D.O.600 de entre 0,4 hasta 1,7; 
concentraciones del agente inductor IPTG desde 0,1 a 1 mM, y  temperaturas de 28ºC, 
37ºC, y temperatura ambiente. Inicialmente se indujeron los cultivos en medio LB 
durante un máximo de 3 horas. De este modo, se determinó que las mejores condiciones 
de inducción de la proteína GST-18L1Ct correspondían a D.O.600 de 0,5 con IPTG 0,8 
mM a 28ºC (Figura 4.6 B) y que las condiciones óptimas para la inducción de la 
proteína GST-ΔN7118L1 eran sobre cultivos con D.O600 en torno a 1, inducidos con 
IPTG 1mM, a temperatura de 28ºC (Figura 4.7). 
 
 
 
A continuación, estos mismos ensayos se realizaron empleando las mismas 
condiciones, pero aumentando el tiempo de inducción a 16-20 horas, para tratar de 
aumentar la cantidad de proteína producida. No obstante, dada la gran cantidad de 
bandas presentes en los geles, no se pudo identificar fácilmente la proteína 
recombinante mediante análisis de los extractos crudos en SDS-PAGE, y ésta sólo fue 
claramente detectable tras la separación de fracciones soluble y no soluble. Finalmente 
Figura 4.7. SDS-PAGE 10%. Análisis 
de extractos crudos de alícuotas de 1 
ml de minicultivos para la 
construcción GST-ΔN7118L1. 1: no 
inducido, 2: inducido 4 horas. La 
flecha roja indica una banda muy 
tenue del tamaño esperado (~83 KDa). 
M: marcador de peso molecular 
preteñido. 
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se determinó que la inducción de la expresión de ambas construcciones era aún mejor 
cuando se realizaba en medio SOB. 
Por último, en estas condiciones establecidas como óptimas para la proteína 
GST-ΔN7118L1, se realizaron también expresiones en las cepas C41(DE3) y 
C43(DE3), resistentes a la producción de proteínas tóxicas para las células. Se observó 
una banda de tamaño esperado en la fracción no soluble, más intensa en las inducciones 
realizadas en la cepa C43 (Figura 4.8). A pesar de los buenos resultados obtenidos, no 
se pudo trabajar con estas cepas porque fueron cedidas al final del periodo de 
investigación. 
 
 
 
4.1.4.2 Procesamiento de los cultivos inducidos 
 
Dada la escasa cantidad de proteínas recombinantes detectadas en los extractos 
crudos para ambas construcciones, se procedió a la separación de fracciones (soluble y 
no soluble) para determinar la posible pérdida de la proteína en la fracción no soluble 
por la formación de cuerpos de inclusión. Se emplearon para ello dos técnicas. Una de 
ellas se basó el en la solución comercial B-PER, que contiene un detergente no iónico 
suave que elimina la necesidad de usar métodos de ruptura mecánica. La segunda 
técnica se basó en la lisis mediante sonicación en Tampón de sonicación A (constituido 
por PBS 1X, Tabla 3.9). Así, tras el análisis en SDS-PAGE 10%, para la proteína GST-
18L1Ct se observó una banda de 50 KDa, en la fracción no soluble, más intensa en el 
experimento de sonicación, y que no apareció, o apareció muy tenue en la fracción 
soluble. En el caso de la construcción GST-ΔN7118L1, se observó también una banda 
de tamaño esperado (83 KDa) (Figura 4.9). 
Figura 4.8. SDS-PAGE 10%. Análisis 
de extractos crudos de cepas 
transformadas con la construcción 
GST-ΔN7118L1. La flecha roja indica 
una banda de tamaño esperado, 
correspondiente a la proteína de fusión 
(~83 KDa) NI: cultivo no inducido, I: 
cultivo inducido. M: marcador de peso 
molecular preteñido. 
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Figura 4.9. SDS-PAGE 10% de alícuotas de distintas fracciones de ensayos de expresión de las proteínas 
de fusión recombinantes en minicultivos. FS: fracción soluble, FNS: fracción no soluble. M: marcador de 
peso molecular. Las flechas rojas indican las proteínas recombinantes aparecidas en la fracción no soluble 
en cada caso. 
 
Se determinó por tanto la sonicación como el mejor método de ruptura celular, 
apreciándose la presencia de la proteína en la fracción no soluble. Se decidió así 
modificar las condiciones de ruptura y solubilizar la proteína contenida en la fracción 
insoluble para incrementar la producción. Así, se realizó la lisis por sonicación en 
presencia de agentes reductores como DTT y de lisozima (Tampón de sonicación B, 
Tabla 3.9).  
 
4.1.4.3 Purificación de las proteínas de fusión mediante cromatografía de afinidad 
 
a) Cromatografía de afinidad en suspensión 
La purificación se basó en el uso de una resina de sefarosa acoplada con 
glutation (apartado 3.2.14.1, d), aplicándose la técnica inicialmente a la proteína GST-
18L1Ct. 
 Primero se realizó la purificación por cromatografía de afinidad de la fracción 
soluble y no soluble resuspendida en PBS, variando los tiempos de unión a la resina, 
para incrementar la recuperación de la proteína de interés. Las eluciones de la 
cromatografía y las muestras no unidas, se analizaron en SDS-PAGE. Se observó una 
pequeña banda de tamaño esperado (50 KDa) en la primera y segunda elución (Figura 
4.10, A). La unión de proteínas a la resina durante toda la noche, no pareció mejorar 
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sustancialmente la recuperación posterior, por lo que a partir de este momento, las 
uniones se realizaron siempre a temperatura ambiente, durante un máximo de 3 horas. 
Dado que la recuperación de las proteínas recombinantes no era buena, se 
decidió solubilizar las proteínas contenidas en la fracción no soluble en tampón de 
solubilización A (Tabla 3.10), que contenía detergentes como el SDS y el Tween20, 
antes de su purificación mediante cromatografía de afinidad en suspensión. Se observó 
un claro incremento en la recuperación de proteína en las eluciones de la cromatografía 
(Figura 4.10, B). En este experimento se comprobó también si la realización de una 
elución durante un largo periodo de tiempo (12 horas) a 4ºC incrementaba el 
rendimiento, observándose una clara degradación de las proteínas (Figura 4.10, B 
última calle). 
 
 
Figura 4.10. SDS-PAGE 10% de las fracciones recogidas de la purificación mediante cromatografía de 
afinidad en suspensión de la proteína recombinante GST-18L1Ct. (A) Fracción soluble y fracción no 
soluble de minicultivos. (B) Fracción no soluble solubilizada de midicultivos. NI: extracto crudo de 
alícuotas no inducidas, NU: fracción de proteínas no unidas a la sefarosa, E: eluciones de proteínas unidas 
a la sefarosa, I: extractos crudos de alícuotas de cultivo inducido. M: marcador de peso molecular. TA: 
temperatura ambiente. Las flechas rojas indican una banda de 50 KDa, eluida de la resina, que se 
corresponde con el tamaño de la proteína GST-18L1Ct. 
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Este protocolo se aplicó también a midicultivos (50 ml) inducidos en medio 
SOB y LB. Aunque las diferencias no fueron excesivas, parece que la recuperación de 
proteína fue mayor cuando se empleó medio SOB, lo que confirmó nuestras 
observaciones iniciales. (ver Figura 4.11). 
 
 
 
Figura 4.11. SDS-PAGE 10% de las fracciones recogidas de la purificación mediante cromatografía de 
afinidad en suspensión de 50 ml de cultivo inducido. NI: extractos crudos de alícuotas de cultivo no 
inducido, FS: Fracción soluble, E: eluciones. Recuadrado en rojo las bandas de 50 KDa, eluidas de la 
resina, correspondiente a la proteína GST-18L1Ct. M: marcador de peso molecular preteñido. 
 
b) Cromatografía de afinidad en columna  
Dada la escasa pureza de las proteínas recombinantes obtenidas por la cromatografía 
de afinidad en suspensión y la necesidad de producir proteína en mayores cantidades, se 
decidió que podría resultar menos compleja la purificación empleando la cromatografía 
de afinidad en columnas. Así, se desarrollaron diferentes experimentos, con la 
construcción completa GST-ΔN7118L1, modificando tanto los tratamientos de las 
células, con objeto de solubilizar la proteína, como los protocolos del proceso 
cromatográfico con objeto de incrementar el rendimiento y pureza de la proteína 
recuperada de la columna. El procedimiento estándar, sobre el que se realizaron las 
modificaciones, se detalla en materiales y métodos (apartado 3.2.14.1, Figura 3.3). Los 
tampones utilizados para la sonicación y solubilización se detallan en las tablas 3.9 y 
3.10, y los empleados en la cromatografía en la tabla 3.11.  
 
? PROCEDIMIENTO A: en éste, tras la lisis celular por sonicación en tampón B, se 
realizó la solubilización de la fracción no soluble en Tampón B. La purificación por 
cromatografía de afinidad se realizó mediante equilibrado de columnas y lavado con 
tampón U. En el gel correspondiente a las fracciones de la elución, se pudo observar 
una banda intensa a la altura del marcador de 85 KDa, y justo por debajo del mismo 
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una banda bastante menos intensa. Además se observó la presencia de una tercera 
banda entre los marcadores de 85 y 48 KDa. Las proteínas eluyeron de la columna 
fundamentalmente en las tres primeras fracciones de la elución (Figura 4.12, 
Procedimiento A). 
 
? PROCEDIMIENTO B: en este experimento se aplicó urea para tratar de eliminar 
las proteínas que eluían junto con la de interés. Para ello se aplicaron algunas 
variantes con respecto al procedimiento A. En primer lugar, la solubilización se 
realizó en Tampón C conteniendo urea, aunque la muestra fue dializada frente a 
Tampón B antes de su aplicación en las columnas. El equilibrado de éstas se realizó 
en tampón U, que fue empleado también para los lavados si bien se llevó a cabo un 
lavado adicional con tampón UII. En este caso no se observó ninguna banda en las 
fracciones de la elución, y una banda del tamaño de nuestra proteína de fusión, fue 
claramente visible en la primera alícuota del lavado con Tampón U II (Figura 4.12, 
Procedimiento B), probablemente debido a la interferencia de la urea en la 
capacidad de unión de la columna, a pesar de que el fabricante indica la resistencia 
de éstas a dicho agente. 
 
? PROCEDIMIENTO C: en este caso, también con objeto de eliminar proteínas 
coeluyentes, se realizó la sonicación en Tampón B, y la fracción no soluble se 
solubilizó en los tampones  D o E (este último carente de detergentes) conteniendo 
ambos ATP y MgCl2 (Chen et al., 2001). Tras estos tratamientos se añadió urea a 
concentración de 3,5M a ambas muestras, con posterior diálisis frente a Tampón de 
sonicación L. La muestra previamente clarificada se sometió a purificación por 
cromatografía. El equilibrado y los lavados de la columna se realizaron con tampón 
L. En este caso, se pudo observar la presencia de múltiples bandas en las fracciones 
de la elución, y sólo una de ellas muy tenue parecía poder corresponderse con la 
proteína de fusión (Figura 4.12, Procedimiento C). 
 
? PROCEDIMIENTO D: se siguió el protocolo descrito por Chen y colaboradores 
(Chen et al., 2001), que incluyó lisis en Tampón de sonicación C y adición directa 
de ATP y MgCl2, y urea 3,5 M. Tras el tratamiento la muestra se dializó frente a 
tampón de sonicación L. La modificación con respecto al protocolo publicado, 
radica en que, en nuestro caso se llevó a cabo nuevamente la separación de 
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fracciones, tomando la fracción no soluble que se solubilizó en Tampón B, antes de 
aplicarla en la columna. El resto del procedimiento fue igual al descrito en el caso 
A. Las fracciones del eluato recogidas tras la cromatografía presentaron múltiples 
bandas, una de ellas más intensa, de peso molecular correspondiente al esperado 
para nuestra proteína. Para contrastar resultados, las células procedentes de otros 
500 ml de cultivo inducido al mismo tiempo, se sometieron a purificación como en 
el procedimiento A. En este caso se observó la presencia de una banda a la altura 
esperada (aproximadamente 83 KDa), observándose nuevamente dos bandas más, 
igual que en el experimento A (Figura 4.12 D).  
 
De aquí en adelante, se realizó la purificación empleando los parámetros que se 
utilizaron en el procedimiento A. La mayor parte de las inducciones restantes se 
realizaron procesando 50 ml de cultivos inducidos en forma de minicultivos, puesto que 
las condiciones de aireación generadas en este sistema favorecían la expresión de la 
proteína. 
Aunque con menor contaminación que en el caso de cromatografía en suspensión, se 
siguió observando la presencia de proteínas que coeluían junto con la proteína de 
interés, especialmente una proteína de 60 KDa (ver experimento A o D) que podría 
corresponder con las descritas por otros autores, identificadas como chaperonas 
bacterianas, implicadas en el plegamiento proteico. En concreto, se ha descrito 
anteriormente la coelución de la chaperona GroEL de E. coli, cuando se purificaban las 
proteínas L1 de VPH16 y 11 producidas en este organismo (Chen et al., 2001). 
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Figura 4.12. SDS-PAGE 10% de muestras de la proteína recombinante GST-ΔN7118L1 purificadas 
mediante cromatografía de afinidad en columna, empleando cuatro procedimientos de lisis, solubilización 
y  tratamiento de la columna cromatográfica diferentes (Procedimientos A, B, C y D). En el recuadro 
amarillo se muestran las bandas correspondientes a la proteína de fusión. M: marcador de peso molecular. 
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4.1.4.4 Purificación de eluciones obtenidas por cromatografía de afinidad 
 
Dado que las eluciones de la cromatografía de afinidad en suspensión estaban 
constituidas por muchas más proteínas que la proteína GST-18L1Ct, y las eluciones de 
la cromatografía de afinidad en columna de la proteína GST-ΔN7118L1 parecían 
presentar chaperonas coprecipitantes, se decidió aumentar la pureza de las proteínas de 
interés sometiendo a dichas eluciones cromatográficas a diversos procesos de 
purificación (ver procedimiento en apartado 3.2.14.1, e). Para ello,  las eluciones y que 
contenían las proteínas de fusión se separaron en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes, realizándose la escisión directa de las bandas de interés del gel 
precipitadas con KCl frío, que no interferiría en el proceso posterior de purificación.  
La proteína GST-18L1Ct se purificó mediante electroelución en PBS, 
obteniéndose concentraciones del orden de 200 μg/ml, lo que supuso un rendimiento de 
1,2 mg/L de cultivo inducido (Figura 4.13, A).  
La proteína completa GST-ΔN7118L1 se purificó empleando este mismo 
método y aunque en las tinciones con azul Coomassie sólo se observó una banda, en las 
inmunodetecciones realizadas con posterioridad, se observó una vez más, la 
contaminación con la proteína de 60 KDa. Por ello, se empleó un nuevo método de 
purificación realizando una elución de los fragmentos de acrilamida en PBS 1X 
conteniendo urea 3,5 M, para facilitar la separación de la posible chaperona de la 
proteína L1 recombinante (Figura 4.13, B). En este caso, se observa una ligera 
diferencia de movilidad electroforética de la proteína en el gel, con respecto a la 
electroeluida en PBS, probablemente debido a la ruptura de algunos puentes disulfuro al 
incubarse con urea. En este caso la proteína se recuperó en concentraciones de 70-100 
μg/ml (rendimiento de 1 mg/L de cultivo). 
 
 
 
Figura 4.13. Purificaciones de eluciones 
cromatográficas mediante electroelución 
en PBS (EE) y elución en PBS/urea (EU) 
separadas en SDS-PAGE al 10%. (A) 
Proteína GST-18L1Ct. (B) Proteína GST-
ΔN7118L1. 
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4.1.4.5 Purificación directa de proteínas recombinantes mediante electroelución en PBS 
o elución en PBS  con Urea 
 
El método de tinción con KCl y elución o electroelución se aplicó también para 
recuperar la proteína  GST-ΔN7118L1 directamente a partir de la fracción no soluble, 
solubilizada en Tampón de solubilización B. A partir de dicha muestra fraccionada 
mediante SDS-PAGE se escindieron las bandas de interés procediendo a recuperar la 
proteína mediante elución en PBS/urea o electroelución.  
  La proteína se recuperó en concentraciones en torno a 150-170 μg/ml por ambos 
métodos (Figura 4.14).  
 
 
  
Además este fue el método seleccionado para la purificación de la proteína GST, 
realizando sonicación en Tampón de sonicación A, y procesando la fracción soluble que 
contenía la proteína. Tras la separación electroforética se realizó la escisión de una 
banda situada entre los marcadores de 36 y 27 KDa, de peso molecular deducido de 29 
KDa. La proteína se recuperó en concentraciones de 200 a 300 μg/ml (Figura 4.15). 
 
 
 
Figura 4.14: Purificación de la proteína GST-
ΔN7118L1 directamente desde la fracción no 
soluble mediante elución en PBS/urea (EU) y 
mediante electroelución (EE) separadas en 
SDS-PAGE al 10%.  
Figura 4.15. Purificación de la proteína GST 
mediante electroelución (EE) en PBS. M: 
marcador de peso molecular preteñido. 
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4.1.5 Caracterización inmunológica de las proteínas recombinantes con sueros 
comerciales y sueros animales 
 
a) Comprobación de la identidad de las bandas detectadas en SDS-PAGE, mediante 
análisis por Western blot con anti-GST 
Para comprobar que las bandas que se fueron detectando en cada paso de la 
optimización, correspondían con las proteínas recombinantes, se realizaron ensayos de 
inmunodetección mediante WB, empleando un anticuerpo Anti-GST (Tabla 3.16) 
dirigido a la proteína GST presente en el extremo N-terminal de las proteínas de fusión 
producidas. Se observaron bandas a la altura esperada (aproximadamente 50 KDa para 
la proteína GST-18L1Ct, y 83 KDa para la proteína GST-ΔN7118L1). También se 
comprobó la identidad de la proteína GST, producida mediante expresión de la 
construcción clonada en el vector pGEX-4T-2, apareciendo una banda próxima al 
marcador de 27 KDa (Figura 4.16).  
 
 
 
b) Comprobación del carácter antigénico mediante el uso de anticuerpos comerciales 
anti-VPH 
Para determinar el carácter antigénico de las proteínas producidas, se realizaron 
ensayos de WB empleando dos anticuerpos comerciales (Tabla 3.16) (cóctel IH8, y el 
anticuerpo monoclonal HPV-4C4). Cuando la inmunodetección se realizó sobre la 
proteína GST-18L1Ct no se detectaron bandas ni en extractos crudos, ni en muestras 
procedentes de proteína purificada. Sin embargo, la proteína GST-ΔN7118L1 
(electroeluida en PBS y eluida en PBS con urea), fue detectada empleando ambos 
anticuerpos (Figura 4.17). 
 
Figura 4.16. Inmunodetección de las 
proteínas de fusión con Anti-GST, 
revelados con DAB. (A) GST y GST-
18L1Ct electroeluidas en PBS. (B) 
GST-ΔN7118L1 electroeluida en PBS 
(EE) y eluida en PBS/urea (EU). M: 
marcador de peso molecular preteñido. 
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Figura 4.17. Análisis de proteínas recombinantes por WB con anticuerpos anti-VPH comerciales IH8 y 
HPV-4C4. 1: GST comercial (2 μg); 2: proteína GST-18L1Ct electroeluida en PBS (2 μg); 3: proteína 
GST-ΔN7118L1electroeluida en PBS (3 y 2μg respectivamente); 4: proteína GST-ΔN7118L1 eluida 
PBS/urea (3 y 2μg respectivamente). M: marcador de peso molecular preteñido. 
 
c) Comprobación del carácter antigénico mediante el uso de sueros hiperinmunes 
obtenidos en ratón 
Los sueros hiperinmunes obtenidos mediante inmunización con la proteína GST-
18L1Ct (apartado 3.2.13.1) fueron enfrentados en WB a las proteínas recombinantes 
desarrolladas en E. coli (GST, GST-18L1Ct y GST-ΔN7118L1). Se produjo 
reconocimiento específico en todos los casos (Figuras 4.18 y 4.19 A).  
 
 
Figura 4.18. Inmunodetecciones realizadas con cada uno de los cinco sueros hiperinmunes de ratón  
obtenidos (dilución 1:50). (A)  GST-18L1Ct purificada por cromatografía de afinidad en suspensión; (B) 
proteína GST-Δ7118L1 purificada mediante cromatografía de afinidad en columna. Recuadradas en rojo 
las bandas correspondientes a las proteínas recombinantes en cada caso. SP: Suero preinmune, SH: suero 
hiperinmune, G: anti GST, M: marcador de peso molecular preteñido. 
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El hecho de que los sueros hiperinmunes se mostrasen también reactivos a la 
proteína GST producida en el laboratorio, así como a la proteína GST comercial, 
demostraba que al menos contenían anticuerpos frente a epítopos presentes en dicha 
proteína. Para comprobar si existía reconocimiento específico de la proteína L1 
recombinante, los sueros hiperinmunes se enfrentaron también a extractos crudos de 
células de insecto que expresaban la proteína ΔN6118VLP carente de GST (apartado 
4.3). Se obtuvo una banda de tamaño aproximado 55 KDa (Figura 4.20), 
correspondiente a la proteína L1, que también se obtenía cuando se emplearon los 
anticuerpos comerciales. Estos datos mostraron que se trata de sueros policlonales que 
reconocen epítopos de la proteína GST, así como epítopos de la proteína L1 de VPH18.  
 
 
 
Finalmente, también mostraron reactividad frente a la proteína GST-ΔN2016L1, 
producida, en nuestro laboratorio (Figura 4.21) (Bosch, 2008). Este resultado pudo ser 
debido a reconocimiento de la proteína GST fusionada al extremo amino-terminal de 
esta proteína recombinante, y/o a reactividad cruzada entre el tipo 16 y el 18.  
Figura 4.19. Inmunodetección realizada con una mezcla 
de sueros hiperinmunes de ratón (dilución 1:100). 1: 
GST comercial; 2: GST-18L1Ct electroeluida; 3: GST-
ΔN7118L1 electroeluida; 4: GST-ΔN7118L1 eluida en 
PBS con urea. Las flechas rojas indican las bandas 
correspondientes a las proteínas de interés en cada caso. 
M: marcador de peso molecular preteñido. 
Figura 4.20. Inmunodetecciones realizadas con 
una mezcla de sueros hiperinmunes de ratón 
(dilución 1:100) enfrentados a la proteína 
ΔN6118VLP producida en células de insecto. 
Como control positivo se ha empleado el 
anticuerpo monoclonal HPV-4C4. CI: células 
de insecto infectadas con baculovirus 
recombinantes, CNI: células de insecto no 
infectadas, SP: Suero preinmune de ratón, SH: 
suero hiperinmune de ratón.  M: marcador de 
peso molecular preteñido. 
Resultados 
 109
 
 
Sin embargo, los sueros de ratón obtenidos tras la inmunización con ADN 
(apartado 3.2.13.2), no reconocieron ninguna de las dos proteínas recombinantes (GST-
18L1Ct y GST-ΔN7118L1), así como tampoco se mostraron reactivos a extractos 
crudos de células de insecto infectadas con baculovirus recombinantes que expresaban 
la proteína ΔN6118VLP (Figura 4.22).  
 
 
 
Figura 4.22.  Inmunodetecciones empleando sueros preinmunes (SP) e hiperinmunes (SH) de ratón, 
obtenidos mediante inoculación con ADN de L1 de VPH18. (A) Sueros obtenidos mediante inoculación 
intramuscular enfrentados a la proteína GST-ΔN7118L1. (B) Sueros obtenidos por inoculación 
intravenosa enfrentados a la proteína GST-ΔN7118L1 purificada mediante cromatografía de afinidad en 
columna. (C) Sueros obtenidos mediante inoculación intravenosa enfrentados a proteína ΔN6118VLP 
producida en células de insecto. IH8: cóctel anti-VPH18; HPV-4C4: anticuerpo HPV-4C4;  M: marcador 
de peso molecular preteñido. 
  
4.1.6 Caracterización inmunológica de las proteínas recombinantes con sueros 
humanos mediante ensayos inmunoenzimáticos 
 
a) Caracterización mediante análisis por Western blot 
Inicialmente se realizaron varios ensayos, con un total de 19 sueros humanos de 
los cuales 7 pertenecían a pacientes caracterizados genéticamente, mediante 
Figura 4.21. Análisis por Western 
blot de proteína GST-ΔN2016L1 
purificada por electroelución. (1) 
Anti-GST; (2) Cóctel IH8; (3) Suero 
preinmune de ratón; (4) Suero 
hiperinmune de ratón. 
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secuenciación, como infectados con VPH tipo 18 (muestras GP1 a GP7) y 2 a pacientes 
caracterizados genéticamente como no infectados con VPH de alto riesgo (GN1 y 
GN2). También se analizaron 9 plasmas de hemodonantes (HD1 a HD9). Finalmente en 
los ensayos se incluyó una mezcla de plasmas de hemodonantes de origen humano 
(muestra PG=Plasma Grifols, apartado 3.1.5). Todos los sueros fueron utilizados a 
dilución 1/50. 
En los primeros ensayos, se emplearon como antígenos, la proteína GST-18L1Ct 
y la proteína GST-ΔN7118L1 purificada mediante electroelución en PBS directamente 
desde la fracción no soluble. Se utilizaron de 2,5 a 4 μg de cada uno de los antígenos en 
cada inmunodetección. Se pudo comprobar que la proteína recombinante GST-18L1Ct 
no era reconocida por los sueros humanos mientras sí parecía existir reconocimiento de 
la proteína completa  (Figura 4.23). Los sueros de pacientes en este caso parecían 
reconocer tres bandas, en tanto que en la inmunodetección realizada con el anticuerpo 
anti-GST, aparecía una única banda, más gruesa, que podría corresponder con la banda 
central, o con las bandas central y superior.  Las bandas restantes podrían corresponder 
con proteínas contaminantes de E. coli arrastradas junto con las proteínas de fusión, al 
cortar la banda de los geles de poliacrilamida para eluirla posteriormente. También 
podría tratarse de proteína de fusión degradada. 
 
 
 
Figura 4.23. Inmunodetección con sueros y plasmas humanos, de pacientes (GP: genéticamente 
caracterizados como infectados con VPH, GN: genéticamente caracterizados como no infectados con 
VPH) y hemodonantes (HD) enfrentados a las proteínas de fusión GST-18L1Ct y GST-ΔN7118L1 
purificada directamente de la fracción no soluble mediante electroelución en PBS. AG: anti-GST. M: 
marcador de peso molecular preteñido. Los asteriscos señalan las calles en que se reconoce la proteína 
GST-ΔN7118L1. GP3 GP4: mezcla de dos sueros genéticamente caracterizados como infectados con 
VPH18. 
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En los siguientes ensayos la proteína GST-ΔN7118L1 fue purificada mediante 
cromatografía de afinidad en columna seguida de elución en PBS/urea o electroelución 
en PBS.  Con esto se pretendió aumentar la pureza de la proteína recombinante para 
comprobar si de este modo, tras la inmunodetección con sueros humanos mediante WB 
se obtenía una única banda, correspondiente a la proteína de fusión. Ademas, las 
inmunodetecciones se realizaron con los sueros diluidos a la misma concentración 
(1/50) en el mismo tampón, pero se incubaron durante toda la noche a +4ºC con objeto 
de tratar de incrementar la señal. Como controles positivos se incluyeron los sueros 
hiperinmunes de ratón y el cóctel IH8. Así se observaron bandas claras en las tiras 
incubadas con los tres controles (Figura 4.24). Además se observó que las muestras 
humanas que reaccionaban con la proteína recombinante (HD3, HD4, PG, GN1 y GP1) 
reconocían dos bandas tanto en la proteína electroeluida en PBS como purificada en 
PBS/urea. Estas dos bandas eran más claramente visibles en el caso de la proteína 
purificada en presencia del agente desnaturalizante. Además, en muchas de las tiras 
incubadas con sueros, se observó una segunda banda por debajo del marcador de 85 
KDa que podría corresponder con la chaperona que eluye acomplejada con la proteína 
de fusión, ya descrita con anterioridad. 
 
 
 
Figura 4.24. Inmunodetección con sueros y plasmas humanos en geles preparativos de la proteína GST-
ΔN7118L1 electroeluida en PBS o eluida en PBS/urea, realizada con sueros humanos. HD: plasmas de 
hemodonantes, GN: sueros de pacientes caracterizados genéticamente como no infectados con VPH, GP: 
sueros de pacientes caracterizados genéticamente como infectados con VPH, PG: plasma Grifols, SP: 
suero preinmune de ratón, SH: suero hiperinmune de ratón, IH8: cóctel IH8, AH: conjugado anti-humano. 
M: marcador de peso molecular preteñido. Los asteriscos señalan las muestras en las que se produce 
reconocimiento por los sueros humanos. Las flechas negras indican las muestras que reconocen una banda 
de peso molecular de aproximadamente 60KDa. 
Resultados 
 
 112 
Se realizó una selección de sueros que parecían reconocer nuestra proteína 
recombinante (HD3, HD4, PG y GP1), y otros que no lo hacían (HD6, HD7, HD8) con 
objeto de conseguir una mezcla de sueros que manifestasen reconocimiento de nuestras 
proteínas recombinantes y otra que no y determinar así la especificidad de las bandas 
reconocidas, mediante comparación con los sueros comerciales. Para ello se realizó un 
proceso de doble inmunodetección llevando a cabo la eliminación del primer anticuerpo 
y su conjugado para realizar una segunda incubación con otros sueros (apartado 
3.2.15.7). Las muestras humanas y animales se enfrentaron en WB, a la proteína GST-
18L1Ct purificada por cromatografía y eluida en PBS, y a la proteína GST-ΔN7118L1 
purificada por cromatografía y eluida en PBS/urea o electroeluida en PBS. Estas 
proteínas además se enfrentaron a los sueros hiperinmunes de ratón, al cóctel IH8 y al 
anticuerpo anti-GST (Figura 4.25).  
Así, la mezcla de sueros positivos pareció detectar bandas correspondientes a la 
proteína recombinante GST-ΔN7118L1, tanto en PBS como en urea. En ambos casos 
aparecieron al menos dos bandas de alrededor de 85-90 KDa. De éstas, la banda inferior 
correspondiente a la proteína en PBS fue la única reconocida por el anticuerpo anti-GST 
(banda de color pardo superpuesta a la banda morada detectada por la diferencia de 
sustrato en el revelado), y la superior en el caso de la proteína en PBS+urea (Figura 
4.25, A, B, A’ y B’). La mezcla de plasmas de hemodonantes, sólo reconoció trazas de 
la proteína GST-ΔN7118L1 en urea y el cóctel IH8 sólo la proteína GST-ΔN7118L1. 
Ambas muestras humanas reconocieron además una banda intensa de aproximadamente 
60 KDa, que no fue detectada por ninguno de los anticuerpos comerciales, que podría 
corresponder a alguna proteína de E. coli que coprecipitó con nuesta proteína de fusión 
(como es el caso de la chaperona GroEL). Esta banda, no apareció en el caso de la 
proteína GST-ΔN7118L1 eluida en urea. 
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Figura 4.25: Doble inmunodetección de proteínas. Membrana A: primera inmunodetección con sueros 
humanos positivos (1/50); A’: segunda inmunodetección con anti-GST. Membrana B: primera 
inmunodetección con sueros humanos negativos (1/50); B’: segunda inmunodetección con sueros 
hiperinmunes de ratón (1/50). Membrana C: inmunodetección con el cóctel IH8. Calles 1: GST-18L1Ct, 
2: GST-ΔN7118L1 purificada por cromatografía y posterior electroelución en PBS, 3: GST-ΔN7118L1 
purificada por cromatografía y posterior elución en PBS/urea. M: marcador de peso molecular. Las 
flechas rojas indican las proteínas de fusión y las negras una proteína de 60KDa, posiblemente la 
chaperona GroEL. Las flechas verdes indican las bandas detectadas por los anticuerpos comerciales en 
cada caso. 
 
b) Caracterización mediante la técnica de ELISA 
Dado que los anticuerpos anti-VPH comerciales empleados en este trabajo, así 
como los sueros humanos y comerciales, no reconocieron la proteína recombinante 
GST-18L1Ct y sí la proteína completa GST-ΔN7118L1, los siguientes ensayos se 
realizaron sólo con esta última. 
Con objeto de determinar si las proteínas recombinantes podían presentar 
epítopos conformacionales que fuesen reconocidos por sueros humanos en ELISA, se 
desarrollaron inmunodetecciones, empleando la proteína GST-ΔN7118L1 electroeluida 
en PBS, o en PBS/urea. En el primer caso la proteína contendría trazas de detergentes 
(presentes en el tampón de proteínas en el que se desarrolla la electroelución), que 
pueden ser eliminadas al dializar la proteína frente a PBS. En el segundo caso, la 
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proteína contendría urea. Al realizar las diluciones de los antígenos en en el tampón de 
sensibilización, los detergentes del tampón de proteínas y la urea se diluyen del orden 
de 50-100 veces, quedando la urea en concreto a una concentración de 0,07 a 0,03 mM, 
de forma que probablemente la proteína podría adquirir estructuras al menos 
secundarias. Se desarrollaron así diversos ensayos en los que se emplearon inicialmente, 
y como controles positivos los siguientes sueros animales: sueros hiperinmunes 
obtenidos en ratón, cóctel IH8 y anti-GST; y como controles negativos, los sueros 
preinmunes de ratón. Además se analizaron 17 sueros de pacientes caracterizados 
genéticamente como infectados con al menos VPH18 (apartado 3.1.5).  
En primer lugar se determinó la cantidad de antígeno recombinante a emplear en 
los ensayos. En el caso de la proteína GST-ΔN7118L1, electroeluida en PBS, para todos 
los sueros animales se produjo un incremento de la medida de la absorbancia a 492 nm 
según aumentaba la concentración de antígeno en los pocillos (Figura 4.26, A), lo que 
indicó la existencia de un reconocimiento específico en todos los casos. En el caso de 
los sueros hiperinmunes de ratón el cambio de pendiente se produce a partir de los 50 
ng de proteína por pocillo, si bien la absorbancia sigue aumentando, no alcanzándose el 
máximo con concentraciones de 5 μg/ml (500 ng de proteína total por pocillo). En 
cuanto al cóctel IH8, la pendiente disminuye claramente a partir de los 100 ng por 
pocillo. Sin embargo, para el anticuerpo Anti-GST, el máximo de absorbancia se 
alcanzó ya a una concentración de 0,5 μg/ml (50 ng de proteína total en el pocillo). De 
esto podríamos deducir que, para futuros ensayos, la concentración de antígeno debería 
situarse en un mínimo de 100-200 ng/ pocillo, sin alcanzar los 500 ng. 
 Cuando los ensayos se realizaron con la proteína eluida en PBS/urea, también se 
observó un incremento de la medida de la absorbancia a 492 nm según aumentaba la 
concentración de antígeno en los pocillos, existiendo por tanto reconocimiento 
específico (Figura 4.26, B). La respuesta de los sueros animales, frente al antígeno 
diluido en urea, es similar a la observada cuando la proteína es purificada en PBS, si 
bien la pendiente es algo superior, por lo que la concentración final de antígeno a 
emplear quizá debiera ser superior a los 100 ng por pocillo determinados para el 
antígeno puficado en PBS, situándose en torno a los 500 ng. 
Se calcularon los ratios para los sueros hiperinmunes de ratón, así como para el 
cóctel IH8, empleando los valores de absorbancia obtenidos para los sueros preinmunes 
en cada caso, (valores siempre inferiores a 0,1) ya que la mezcla de anticuerpos IH8 
también está desarrollada en ratón (Tabla 4.1).  
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Figura 4.26. Gráficas de análisis de respuesta de los sueros animales a concentraciones crecientes de la 
proteína GST-ΔN7118L1 (A) Proteína eluida en PBS. (B) Proteína eluida en PBS/Urea. SH: sueros 
hiperinmunes de ratón (1/100), SP: sueros preinmunes de ratón (1/100), IH8: cóctel IH8 (1/80), AG: anti-
GST (1:3000).  
 
 Sueros hiperinmues de ratón Cóctel IH8 
GST-ΔN7118L1 
(ng/pocillo) PBS PBS/urea PBS PBS/urea 
500 31,00 35,16 17,57 23,74 
100 33,08 26,94 21,60 22,49 
50 43,61 N.A. 24,05 N.A. 
10 13,20 7,51 8,33 23,17 
 
Tabla 4.1. Ratios obtenidos en los ensayos de ELISA para los sueros de ratón hiperinmunes y para el 
cóctel IH8, empleando distintas cantidades de la proteína de fusión purificada en PBS o en PBS/urea. 
N.A.: no analizado. 
 
Para el análisis de los resultados obtenidos con los sueros de pacientes, se 
trabajó con las medias de las absorbancias de los 17 sueros humanos empleados, siendo 
la desviación estándar inferior a 0,7 en todos los casos. Para ambos antígenos (proteína 
purificada en PBS y en PBS/urea) también se observó que a medida que aumentaba la 
concentración de antígeno por pocillo, aumentaban los valores de absorbancia, 
produciéndose una clara disminución de la pendiente a los 100 ng por pocillo, siendo a 
partir de este momento menor (Figura 4.27). De todo esto pudimos concluir que en 
futuros ensayos se empleará una concentración de proteína GST-ΔN7118L1 de 100 a 
500 ng/pocillo. 
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Figura 4.27: Gráficas de análisis de respuesta de los sueros humanos, a concentraciones crecientes de la 
proteína GST-ΔN7118L1 (A) Proteína eluida en PBS. (B) Proteína eluida en PBS/urea.  
 
A continuación se seleccionaron tres plasmas humanos procedentes de 
hemodonantes sanos (HD6, HD7 y HD9) y un suero de paciente caracterizado 
geneticamente como no infectado por VPH de alto riesgo (GN5). Estos sueros fueron 
denominados sueros negativos. Por otro lado se seleccionaron 5 sueros de pacientes 
caracterizados genéticamente como infectados por VPH al menos tipo 18 (GP4, 5, 6, 7 y 
8), que fueron denominados sueros positivos.  
Estos sueros se enfrentaron a la proteína recombinante GST-ΔN7118L1 
purificada en PBS y en PBS/urea. Los pocillos, se sensibilizaron con 300 ng de 
proteína. El punto de corte obtenido en el ensayo fue de 0,582 en el caso de la proteína 
purificada en PBS, y de 0,392 en el caso de la proteína purificada en PBS/urea, con 
ratios de 1,81 y 2,2 respectivamente, sin considerar el resultado obtenido para el suero 
negativo GN5 que presentaba valores de absorbancia muy elevados (Figura 4.28).   
 Estos mismos sueros se enfrentaron a las VLPs de VPH18 (consideradas 
patrones de referencia) producidas en las células de insecto (apartado 4.3), y 
respondieron de manera semejante (Figura 4.29). Las VLPs se emplearon a la misma 
concentración (300 ng/pocillo), aplicándose el mismo protocolo de ELISA que en el 
caso anterior, si bien el ratio fue de tan sólo 0,47. El valor de corte obtenido fue de 
0,393. 
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Figura 4.28. Valoración en sistema de ELISA de sueros humanos negativos y positivos, empleando la 
proteína GST-ΔN7118L1 purificada en PBS y en PBS/urea a concentración de 300 ng/pocillo. La línea 
roja marca el valor de corte obtenido en cada ensayo. 
 
 
 
Figura 4.29. Valoración en sistema de ELISA de sueros humanos negativos y positivos, empleando VLPs 
a concentración de 300 ng/pocillo. La línea roja marca el valor de corte obtenido en el ensayo. 
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4.2 EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES DE L1 DE VPH18 EN 
Pichia pastoris 
 
La expresión de proteínas recombinantes en el sistema basado en la levadura P. 
pastoris, bajo el promotor del gen aox1 inducible por metanol, se diseñó siguiendo dos 
aproximaciones: 
1. Expresión de la proteína L1 de VPH18 como proteína de secreción. Para ello 
se emplearon los vectores pPICZα, en los que la proteína quedaría fusionada a la 
señal de secreción del factor α en el extremo N-terminal, y al epítopo c-myc en el 
extremo C-terminal, con objeto de facilitar su posterior identificación mediante 
el uso de anticuerpos anti-myc (construcción 18L1Zα). Esta construcción 
generaría una proteína de 595 aminoácidos, 66,7 KDa, y un pI de 7,7 y sería 
secretada al medio en el que se llevaría a cabo la inducción del cultivo. 
 
2. Expresión de la proteína L1 de VPH18 en forma nativa para la posterior 
purificación de VLPs. Para ello se emplearon los vectores pPICZ. En este caso 
se prepararon dos construcciones clonándose la secuencia completa para dicha 
proteína, desde el primer ATG (construcción 18VLPZ) o desde el tercer ATG 
(construcción ΔN6118VLPZ). La construcción 18VLPZ generaría una proteína 
de 568 aminoácidos y 63,6 KDa, con un pI de 8,1. La construcción 
ΔN6118VLPZ generaría una proteína de 507 aminoácidos, con un peso 
molecular de 56 KDa y un pI de 7,8. 
 
El esquema completo seguido para la obtención de las proteínas recombinantes 
se muestra en la Figura 4.30. De forma resumida, los productos de amplificación 
obtenidos con los oligonucleótidos seleccionados fueron clonados en el vector pCR-2.1 
TOPO, empleándose el vector recombinante como molde para la amplificación con 
nuevos cebadores, diseñados especialmente para el clonaje de la región L1 completa 
(con el entorno del ATG modificado) en los vectores pPICZ y pPICZα, que darían lugar 
a las construcciones 18VLPZ y 18L1Zα. El producto de PCR (obtenido en la 
amplificación de L1 desde el tercer ATG del ORF), se clonó también en el vector 
pPICZ para originar la construcción ΔN6118VLPZ. Los plásmidos recombinantes 
linealizados fueron empleados para transformar las distintas cepas de levaduras 
mediante electroporación. El proceso se detallará a continuación. 
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Figura 4.30. Esquema de pasos para la obtención de clones de levaduras recombinantes (construcciones 
18VLPZ, 18L1Zα, ΔN6118VLPZ). Los procesos señalados en color rojo son los que se realizan en 
bacterias, y los de color azul los que se desarrollan en levaduras. 
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4.2.1 Amplificación de la región L1 de VPH18 
 
 
 
Figura 4.31. Esquema de las parejas de oligonucleótidos empleados para la obtención de secuencias de 
ADN para la expresión de proteínas heterólogas en P. pastoris. 
 
a) Construcción 18L1Zα: proteína recombinante de secreción 
Para amplificar la región L1 de VPH18 para su expresión como proteína de 
secreción, se partió del producto de amplificación de 2160 pb (cebadores 
18L1FWMO/18L1RVMO) obtenido a partir de una muestra clínica (2V3VPH) y 
clonado en el vector pCR-2.1 TOPO, previamente empleado para obtener las 
construcciones en bacterias (Figura 4.31).  
Utilizando como molde dicho ADN plasmídico, se realizó la amplificación de la 
región L1 completa empleando los oligonucleótidos PV18F2M1-2/PV18R2M3-2 
(Figura 4.31, Tabla 3.4), que contienen las dianas de restricción EcoRI y NotI 
respectivamente, junto con sus secuencias de apoyo, con objeto de realizar una 
clonación dirigida en el vector de expresión pPICZα (Figura 4.30). Además, el 
oligonucleótido reverso contenía una mutación en la secuencia silvestre del gen L1 que 
provocaría la desaparición del codón de parada original, permitiendo así la fusión de la 
proteína con el epítopo c-myc, en su extremo C-terminal. Aunque inicialmente se 
emplearon diversas polimerasas y temperaturas de hibridación, no se obtuvo 
amplificación, probablemente debido a la diferencia en las Tm entre ambos cebadores 
(59,2 y 78,2ºC respectivamente), por la incorporación de dianas en el oligonucleótido 
reverso, con alto contenido en G+C. Finalmente la amplificación se realizó en una PCR 
en dos fases, adicionando el oligonucleótido reverso tras los primeros veinte ciclos de 
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amplificación e incrementando la temperatura de hibridación durante un número 
equivalente de ciclos (Tabla 3.6). Se obtuvo así un fragmento de 1720 pb (Figura 4.32). 
 
b) Construcciones 18VLPZ y ΔN6118VLPZ: proteínas nativas 
Para amplificar la región L1 de VPH18 para su expresión como proteína nativa, se 
diseñaron dos parejas de oligonucleótidos para cada una de las construcciones. La 
amplificación a partir del primer ATG, correspondiente a la construcción 18VLPZ se 
realizó con la pareja de oligonucleótidos PV18F2M1-2/PV18R2M2-2, conteniendo las 
dianas EcoRI/NotI  respectivamente, junto con sus secuencias de apoyo (Tabla 3.4), 
para realizar una clonación dirigida en el vector pPICZ. Al cebador directo se le 
introdujeron modificaciones en el entorno del ATG para adecuarlo a la secuencia Kozak 
de levaduras que ayuda al reconocimiento del inicio de traducción (Figura 4.33). Las 
amplificaciones se realizaron empleando el mismo ADN molde que en el caso anterior y 
las mismas condiciones de amplificación (Tabla 3.6). Tras el análisis en agarosa de los 
productos de PCR, se obtuvo un fragmento de 1720 pb (Figura 4.32). 
 
 
 
Para la tercera construcción (ΔN6118VLPZ) se empleó el amplicón de PCR 
obtenido para la expresión de VLPs en el sistema basado en baculovirus recombinantes 
(apartado 4.3.1). Se utilizó la pareja de cebadores 18L1FWBP/18L1RVBP2 (Tabla 3.4), 
diseñados sobre la región L1 de VPH18, para amplificarla a partir del tercer ATG. La 
amplificación se desarrolló empleando como ADN molde el plásmido pBR322 de la 
ATCC que contiene el genoma completo de VPH18. Tras la amplificación se obtuvo un 
producto de 1542 pb (Figura 4.42) 
 
 
Figura 4.32. Agarosa 1%, en la que se muestran los 
amplicones de PCR generados para obtener las 
costrucciones 18L1Zα (1) y 18VLPZ (2) con sus 
respectivos controles negativos  (3 y 4). M: marcador 
de peso molecular.   
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4.2.2 Clonación en vectores pPICZ y pPICZα 
 
Para la expresión de proteínas recombinantes en P. pastoris se emplearon los 
vectores pPICZ y pPICZα (Figura 4.30). Los vectores y los productos de PCR fueron 
adecuadamente digeridos con las endonucleasas de restricción EcoRI/NotI, para las 
construcciones 18L1Zα y 18VLPZ, y EcoRI/XhoI para la construcción ΔN6118VLPZ. 
 
a) Clonación en vectores pPICZα para expresión de la proteína como proteína de 
secreción (construcción 18L1Zα) 
El producto de amplificación generado con los cebadores PV18F2M1-2/ 
PV18R2M3-2 se clonó en el vector pPICZαB, donde la secuencia L1 entraba en marco 
de lectura con la señal de secreción y con el epítopo c-myc. Con los productos de 
ligación se transformaron células de E. coli TOP10F’, seleccionándose los clones 
recombinantes resistentes a zeocina a partir de los cuales se realizó un aislamiento de 
ADN plasmídico para utilizar en la transformación de levaduras, una vez realizada la 
secuenciación de las construcciones. 
 
b) Clonación en vectores pPICZ para producción de VLPs (construcciones 
18VLPZ y ΔN6118VLPZ) 
 
b.1) Construcción 18VLPZ 
Igual que en el caso anterior, el producto de PCR generado con los 
oligonucleóticos PV18F2M1-2/ PV18R2M2-2 se clonó en el vector pPICZB. En este 
caso, el marco de lectura no era importante, puesto que la secuencia no se iba a fusionar 
con ningún elemento del vector, de forma que contenía su propio ATG de inicio y su 
propio codón de parada. Con los productos de ligación se transformaron células de E. 
coli TOP10F’ y se seleccionaron varios clones recombinantes resistentes a zeocina. A 
continuación se realizaron aislamientos de ADN plasmídico para transformar las 
levaduras.  
 
b.2) Construcción ΔN6118VLPZ 
En el caso de la construcción delecionada en el extremo N-terminal, no se 
realizaron modificaciones del entorno ATG. Así, el producto de PCR generado con los 
oligonucleótidos 18L1FWBP/18L1RVBP2 se clonó en el vector pPICZC. El producto 
de la ligación se empleó para transformar células de E. coli TOP10F’, seleccionándose 
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clones resistentes a zeocina a partir de los cuales se realizaron aislamientos de ADN 
plasmídico para la posterior transformación de las levaduras mediante electroporación.  
 
4.2.3 Comprobación de la identidad de las secuencias 
 
 Para comprobar la integridad de las secuencias de las tres construcciones, así 
como que la construcción 18L1Zα se encontraba en el marco de lectura correcto, se 
llevó a cabo la secuenciación de los plásmidos empleando los oligonucleótidos 
comerciales 5’AOX1 y 3’AOX1 diseñados sobre los vectores, así como los cebadores 
MY09, 18L1FWn y 18L1F600, 18L1F700 y 18L1F800, diseñados sobre la región L1 
(Figura 3.1). Se corroboró la integridad de la secuencia para las tres construcciones, así 
como la incorporación de las mutaciones dirigidas en el entorno del ATG en las 
construcciones en las que se usaron los cebadores directos con esta intención. En cuanto 
a la construcción 18L1Zα, se comprobó que se encontraba en el mismo marco de lectura 
que la señal de secreción y que el epítopo c-myc, habiéndose eliminado el codón de 
parada de la secuencia nativa de L1. Para la construcción 18VLPZ, se observó una 
deleción de la tercera adenina del codón de parada de la secuencia de L1, sin embargo el 
codón se recuperó en la misma posición, gracias a la primera base del oligonucleótido 
que contiene la diana NotI, sustituyéndose así el codón de parada TAA por el codón de 
parada TAG (Figura 4.33).  
En las secuencias correspondientes a las construcciones 18L1Zα y 18VLPZ, 
procedentes de la muestra clínica 2V3VPH, se detectaron cuatro bases diferentes con 
respecto a la secuencia seleccionada como prototipo (X05015) descrita anteriormente 
(ver Anexo 1). Dos de estas bases diferentes, localizadas en las posiciones 446 y 972 del 
alineamiento, son las mismas que las descritas para la construcción GST-ΔN7118L1 de 
bacterias, lo cual es lógico puesto que ambas secuencias de ADN se han obtenido a 
partir de la misma muestra clínica. Las otras dos, localizadas en las posiciones 74 y 190 
(en la región delecionada en bacterias), también han sido descritas en clones 
pertenecientes a la variante europea de VPH18. Las diferencias entre el prototipo y la 
variante europea y las modificaciones en el entorno del ATG realizadas en las 
construcciones 18VLPZ y 18L1Zα generan diferencias aminoacídicas en posiciones 2, 
25, 64 y 149 (ver Anexo 1).  
En la secuencia correspondiente a la construcción delecionada (ΔN6118VLPZ), 
obtenida a partir del ADN de VPH18 contenido en el vector comercial, no se detectó 
ningún cambio con respecto al prototipo (X05015). 
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Figura 4.33. Esquema de las secuencias correspondientes a los extremos 3’ y 5’ de las construcciones 
generadas para transformación de levaduras: 18L1Zα, 18VLPZ y ΔN6118VLPZ. En verde, los codones 
de inicio. En negrita y subrayados, los codones de parada. En rojo las modificaciones del entorno ATG. 
En azul las dianas de enzimas restricción. En la construcción 18L1Zα se señala el marco de lectura de la 
señal de secreción del factor α y del epítopo c-myc. 
 
4.2.4 Obtención de clones recombinantes en P. pastoris  
 
 Comprobada la integridad de las construcciones en E. coli, éstas fueron 
empleadas para transformar levaduras mediante electroporación (apartado 3.2.11.2). 
Tras la siembra en placas de YPDS+Zeocina se obtuvieron, para la construcción 
18VLPZ, ocho clones en la cepa X-33 y cuatro clones en la cepa KM71H. Para la 
construcción 18L1Zα, ventiún clones en la cepa X-33 y once en la cepa KM71H. Para la 
construcción delecionada se transformó sólo la cepa X-33, obteniéndose un total de 
dieciséis clones recombinantes. 
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Además se realizaron transformaciones de ambas cepas, con los vectores 
(pPICZA y pPICZαB) linealizados, utilizados como controles negativos. 
 
a) Comprobación del fenotipo Mut 
A continuación se determinó el fenotipo de los clones recombinantes obtenidos 
en la cepa X-33, para las tres construcciones. Esta comprobación es necesaria debido a 
que, en caso de tener lugar fenómenos de recombinación doble entre las regiones 
homólogas del vector recombinante y del genoma de la levadura, se puede producir  la 
sustitución (en lugar de integración) de la región AOX1 silvestre, por nuestro casete de 
expresión. Esto daría lugar a la interrupción del gen que codifica la alcohol oxidasa 1, 
llevando a la aparición del fenotipo Muts en clones recombinantes de la cepa X-33 
(cuyo fenotipo original es Mut+). Por tanto, esta comprobación es necesaria sólo en el 
caso de la cepa X-33, porque en la cepa KM71H, aunque se den recombinaciones 
dobles, continuará presentando fenotipo Muts.  
Así, los clones fueron resembrados en placas de medio MD (medio con glucosa) 
y MM (medio con metanol), manteniendo el mismo patrón en ambas. Cuando fueron 
comparados con el crecimiento en ambos medios de cepas tipo de fenotipos Mut+ y 
Muts, todos los clones recombinantes en la cepa X-33 en todas las construcciones 
parecieron presentar fenotipo silvestre Mut+ (Figura 4.34). 
 
 
 
b) Análsisis molecular de los clones recombinantes 
El análisis molecular de todas las construcciones se realizó mediante 
amplificaciones por PCR sobre las colonias recombinantes. Para ello se emplearon los 
Figura 4.34.
Comprobación del 
fenotipo Mut de los 
clones recombinantes 
obtenidos en la cepa 
X-33. El sector 
marcado en verde
señala el control Muts
de crecimiento pobre 
en medio MM. El 
sector rojo muestra la 
cepa Mut+, de 
crecimiento normal en 
ambos medios. 
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oligonucleótidos AOXL1-7A y AOXL1-8 (Tabla 3.4), que amplifican un fragmento de 
703 pb de la región L1, en los clones recombinantes de las construcciones 18L1Zα y 
18VLPZ. Como controles se emplearon las cepas silvestres o las colonias transformadas 
con los vectores sin inserto (clones no recombinantes), no obteniéndose amplificación. 
Dado que para la construcción ΔN6118VLPZ no se pudo emplear el cebador directo 
AOXL1-7A, ya que está diseñado en la región amino-terminal delecionada en esta 
construcción, el análisis molecular se realizó con los oligonucleótidos 
5’AOX1/AOXL1-8, que amplifican un fragmento de aproximadamente 635 pb (Figura 
4.35). 
 
 
 
Figura 4.35. Análisis molecular de clones recombinantes de levaduras transformadas. (A) 
Amplificaciones con los cebadores AOXL1-7A/AOXL1-8 sobre las construcciones 18VLPZ y 18L1PZα. 
Calles 1 a 8: clones recombinantes. Calle 9: clon no recombinante. Calle 10: cepa silvestre. Calle 11: 
control positivo (PCR sobre aislamiento de ADN plasmídico). Calle 12: control negativo de PCR. (B) 
Amplificaciones con los cebadores 5’AOX1/ AOXL1-8 sobre la construcción ΔN6118VLPZ. Calles 1 a 8 
clones recombinantes. Calle 9: control positivo de ADN, construcción 18L1Zα (producto de 1050 pb). 
Calle 10: cepa silvestre. Calle 11: control negativo de PCR. M: marcador de tamaño molecular. 
 
Se realizó además la secuenciación de los amplicones obtenidos, con objeto de 
comprobar la especificidad de los productos amplificados, escogiéndose para ello al 
menos dos clones de cada una de las construcciones que presentaban resistencia a 
elevadas concentraciones de zeocina (ver siguiente apartado).  
  
c) Análisis de la resistencia a dosis elevadas de zeocina 
Con el objeto de detectar posibles clones recombinantes multicopia (que 
hubiesen integrado múltiples copias del casete de expresión), y que por tanto pudieran 
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expresar la proteína recombinante en mayores cantidades, los clones recombinantes se 
sembraron en placas de YPDS con concentraciones crecientes de zeocina. En la Tabla 
4.2 se muestra un resumen de los resultados obtenidos. 
 
  Zeocina (μg/ml) 
Construcción Cepa 1001 300 500 1000 2000 
X-33 8 clones 3 clones 1 clon N.A. N.A. 18VLPZ KM71H 4 clones 3 clones 3 clones  N.A. N.A. 
ΔN6118VLPZ X-33 16 clones N.A. 16 clones 15 clones 12 clones 
X-33 22 clones 15 clones 7 clones N.A. N.A. 18L1Zα KM71H 11 clones 5 clones 2 clones N.A. N.A. 
 
Tabla 4.2. Análisis de los clones resistentes a concentraciones crecientes de zeocina, en cada una de las 
construcciones generadas. N.A.: no analizado. 1: representa el número total de clones ya que es la 
concentración utilizada para la selección inicial de transformantes. 
 
4.2.5 Ensayos de expresión de la proteína como proteína de secreción (construcción 
18L1Zα) 
 
Esta construcción fue generada con objeto de que la proteína L1 quedase 
fusionada en su extremo N-terminal a una señal de secreción, con lo que una vez 
procesada, debería aparecer en el medio de inducción de las levaduras.  
 Se indujeron 16 clones recombinantes obtenidos en ambas cepas de P. pastoris, 
tanto en la cepa X-33 como en la cepa KM71H, según se describe en el apartado 
3.2.14.2. Las inducciones se realizaron en medio BMMY, medio complejo y 
tamponado, con objeto de que las proteínas secretadas no fueran liberadas en un medio 
con pH excesivamente ácido o básico. Las concentraciones de metanol ensayadas 
fueron de de 0,5; 1 y 2%. En este caso se trabajó con dos cepas control descritas en el 
apartado 3.1.2):   
. Cepa GS115/Albúmina: que secreta al medio albúmina (67 KDa) a concentraciones 
superiores a 1 g/L. 
. Cepa GS115/pPICZ/LacZ: se trata de un control de expresión intracelular que produce 
β-galactosidasa. 
 Tras el análisis en SDS-PAGE de los sobrenadantes de alícuotas de cultivos de 
clones recombinantes inducidos, no se detectó ninguna banda que pudiera corresponder 
con nuestra proteína de fusión, y sólo en contadas ocasiones, aparecieron bandas muy 
tenues, de tamaños mayores, que luego no fueron detectadas en ensayos de 
inmunodetección mediante WB con el anticuerpo anti-myc (Figuras 4.36), ni con el 
cóctel IH8 (resultado no mostrado). Sin embargo, cuando se realizó la inducción de la 
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cepa GS115/Albúmina, en las mismas condiciones en las que se indujeron nuestros 
clones recombinantes y en el mismo ensayo, se observó una banda de 67 KDa 
correspondiente a la albúmina en los sobrenadantes del cultivo, en SDS-PAGE (Figura 
4.36, A). Además, por si la proteína no se hubiese secretado, a pesar de fusionarse a la 
señal de secreción, se analizaron los lisados celulares, obtenidos mediante ruptura 
mecánica con perlas de vidrio en Tampón de ruptura I (Tabla 3.1). Al mismo tiempo se 
indujo un clon de la cepa control GS115/pPICZ/LacZ, sometiéndose al mismo 
protocolo de lisis. Tras el análisis en WB con el anticuerpo anti-myc, se detectó una 
banda de 119 KDa, correspondiente a la proteína β-galactosidasa fusionada con el 
epítopo c-myc en el extremo C-terminal en los lisados de la cepa control, y no se detectó 
ninguna banda en los lisados de los clones de la construcción 18L1Zα (Figura 4.36, B). 
El uso de las cepas control en los ensayos demostró que, las condiciones de inducción 
(inducción a pequeña escala en medio BMMY) y las condiciones de lisis empleadas 
(lisis mecánica con perlas de vidrio en Tampón de ruptura I) permitían la expresión de 
proteínas de secreción así como la detección de proteínas recombinantes expresadas 
intracelularmente fusionadas al epítopo c-myc, empleando la técnica de WB. Tampoco 
en WB con sueros hiperinmunes de ratón, ni con el cóctel IH8 (resultados no 
mostrados) se detectó ninguna banda que pudiese corresponder con la proteína de fusión 
de L1 de VPH18.  
 
 
Figura 4.36. Análisis de sobrenadantes y lisados de clones recombinantes para la construcción 18L1Zα en 
la cepa X-33 (inducción con metanol 0,5%) (A) SDS-PAGE de tres clones recombinantes diferentes y un 
control negativo de expresión transformado sólo con el vector. Calles 1 a 3: sobrenadantes de 48 horas de 
inducción; 4: sobrenadante de control de 48 horas de inducción; 5 a 7: sobrenadantes de 56 horas de 
inducción; 8: sobrenadante control de 56 horas de inducción; 9: lisado de células recombinantes (56 
horas); 10: lisado de clon no recombinante (56 horas); 11: sobrenadante de inducción de la cepa 
GS115/Albúmina (70 horas). La flecha roja indica la banda correspondiente a la albúmina secretada al 
medio. (B) Inmunodetección con anticuerpo anti-myc. Calle 1: control positivo GS115/LacZ 48 h de 
inducción. Calles 2 a 6: sobrenadantes de clones recombinantes de la cepa X-33 2: clon 12 24 h de 
inducción, 3 y 4: clones 1 y 5 48 h de inducción 5 y 6: clones 1 y 55 h de inducción respectivamente. 
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4.2.6 Ensayos de expresión de proteínas en forma nativa para purificación de 
VLPs 
 
a) Construcción 18VLPZ 
Se realizaron varias inducciones de 7 clones recombinantes obtenidos en ambas 
cepas de levaduras (X-33 y KM71H), con metanol al 0,5 ó 1%. En los análisis por SDS-
PAGE de los sobrenadadantes y de los lisados de los clones inducidos, no se observaron 
bandas diferentes a las de los controles, ni siquiera en tiempos avanzados para ninguna 
de las dos cepas. Sólo en uno de los clones de la cepa KM71H, se obtuvo una banda a la 
altura de 66 KDa a partir de las cinco horas de inducción (el tamaño de la proteína L1 
completa es de 63 KDa), que después no fue reconocida en WB por sueros de ratón 
hiperinmunes (Figura 4.37) ni por el cóctel IH8 (resultado no mostrado). En el caso de 
la cepa X-33, tras el análisis por SDS-PAGE de los sobrenadantes y los lisados 
celulares, no se observó ninguna banda diferente a la de un control no recombinante 
(Figura 4.38, A) aunque en el lisado de una alícuota de uno de estos clones, tras cuatro 
horas de inducción, se detectaron mediante WB una serie de bandas entre 47 y 85 KDa 
(Figura 4.38, B). Sin embargo, los resultados no fueron reproducibles por lo que 
probablemente se trató de una reacción inespecífica o de un artefacto. Muchas de estas 
muestras fueron analizadas por microscopía electrónica y aunque se observaron 
formaciones de naturaleza proteica, no se correspondían con VLPs.  
 
 
 
Figura 4.37. Análisis de inducciones con metanol al 0,5% de un clon de la construcción 18VLPZ en la 
cepa KM71H. (A) SDS-PAGE 10%. Calles 1: lisado de clon no recombinante (48 horas), 2 a 8: lisados 
de clon recombinante a diferentes horas de inducción mostradas en la base de la figura. La flecha roja 
indica una banda que aparece a partir de las 2 horas de inducción y que no aparece en el control. M: 
marcador de peso molecular no teñido. (B) Análisis por WB con sueros hiperinmunes de ratón (1/50) 
enfrentados a sobrenadantes de clon recombinante (calles 3, 5, 7 y 9) y lisados de clon recombinante 
(calles 4, 6, 8, 10 y 11) a diferentes horas de inducción, calle 1, suero completo de ratón (1/10); calle 2, 
control no recombinante de lisado (24 horas). M: marcador de peso molecular preteñido. 
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Figura 4.38. Análisis de inducciones con metanol 0,5% de un clon de la construcción 18VLPZ en la cepa 
X-33. (A) SDS-PAGE 10%. Calle 1: control negativo de expresión (30 horas). Calles 2, 4, 6, 8 y 10: 
alícuotas del  sobrenadante del cultivo de un clon recombinante; calles 3, 5, 7, 9 y 11: alícuotas de lisado 
del clon recombinante inducido. (B) Análisis por WB con sueros hiperinmunes de ratón (1/50) 
enfrentados al mismo clon recombinante. Calle 1: suero ratón (1/10), Calle 2: lisado de control negativo 
de expresión tras 30 horas de inducción. Calles 3, 5, 7, 9 y 11: alícuotas de lisado del clon recombinante 
inducido. Calles 4, 6, 8, 10 y 12: alícuotas del sobrenadante del cultivo del clon recombinante La flecha 
roja indica bandas reconocidas que no aparecen en el control. M: marcador de peso molecular. 
 
Se probaron entonces nuevos métodos de ruptura, puesto que Pichia tiene una 
pared muy resistente, por si el nivel de ruptura celular alcanzado no era suficiente o por 
si la proteína no se estaba detectando por encontrarse en cuerpos de inclusión. Así se 
analizaron distintos métodos de lisis en distintos tampones (apartado 3.2.14.2), 
llevándose a cabo además, la separación y procesamiento posterior de la fracción no 
soluble en algunas de las muestras. Tras el análisis de los lisados y fracciones obtenidas, 
mediante microscopía electrónica, SDS-PAGE y/o WB, no se observaron ni VLPs ni 
bandas específicas que pudieran corresponder con la proteína de interés (Tabla 4.3).  
 
Cepa Tipo ruptura Tampón ruptura 
Solubilización fracción no 
soluble Análisis 
Perlas  Tampón II - M.E. 
Zimoliasa+ 
Glucanex 
Tampón 
III - M.E. 
- M.E. 
Sonicación Tampón I - SDS-PAGE y WB sueros de ratón 
Liticasa Tampón IV - 
SDS-PAGE y WB 
sueros de ratón 
X-33 
Perlas Tampón I Tampón solubilización PTSD SDS-PAGE y WB con IH8 
Homogenizador 
Tampón 
II+ DTT 
50 mM 
- M.E. KM71H 
Sonicación Tampón I - M.E. 
 
Tabla 4.3. Resumen de distintos métodos de lisis y procesamiento de células de cultivos inducidos para la 
construcción 18VLPZ, así como posteriores análisis de las proteínas de las mismas. 
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b) Construcción ΔN6118VLPZ 
En este caso, se llevaron a cabo inducciones en erlenmeyer con metanol al 0,5 y 
1% de cuatro clones recombinantes en la cepa X-33, empleando los medios MGY y 
MM, medios mínimos no tamponados, puesto que la proteína no se iba a secretar al 
medio. Las inducciones se desarrollaron durante 72-96 horas. Tras el análisis en SDS-
PAGE de los lisados, obtenidos por diferentes métodos (Tabla 4.4), no se obtuvieron 
bandas diferentes respecto a los controles, que pudieran corresponder con nuestra 
proteína. Tampoco en WB empleando los sueros comerciales IH8 y HPV-4C4 
(resultados no mostrados). En este caso, debido a que no se detectó ninguna banda 
mediante SDS-PAGE o WB, ninguna de las muestras de inducción se sometió a análisis 
mediante microscopia electrónica. 
 Finalmente, se seleccionó un clon, de entre los que presentaban 
resistencia a elevadas dosis de zeocina (clon ΔN6118VLPZ.6) y se realizó una 
inducción en fermentador (apartado 3.2.14.2), con objeto de controlar 
fundamentalmente la aireación, que parece crítica en los procesos de producción de 
proteína en la levadura. Al mismo tiempo en este tipo de cultivo se puede monitorizar 
también el pH, y la biomasa en cada momento. Además, permite alcanzar densidades 
celulares muy elevadas en el momento de adición de metanol, que pueden incrementar 
entre tres y cinco veces la iniciación de la transcripción a partir del promotor AOX1 
(Cereghino & Cregg, 2000). Se empleó un modelo de fermentación en cultivo 
discontinuo alimentado (fed-batch) en el que en un primer período la levadura se cultiva 
en medio definido con una fuente de carbono como el glicerol, para acumular biomasa. 
En la segunda fase, se añade glicerol con un flujo de adición limitante para incrementar 
más aún la biomasa. Finalmente se produce la fase de inducción en la que se añade 
metanol inicialmente a un flujo lento para permitir la acomodación de las células al 
metanol, que después se incrementa hasta los niveles deseados (Cereghino et al., 2002). 
La inyección de glicerol se inició a las 15 horas de cultivo, cuando la tasa de agitación 
alcanzó las 440 rpm. El glicerol se añadió durante 10 horas. Al final de esta fase, la 
biomasa celular alcanzada fue de 269,6 g/L. En este momento comenzó la inducción 
con metanol. Tras 50 horas de alimentación con metanol la biomasa alcanzada fue de 
335 g/L, biomasa idéntica a la obtenida al final del proceso. 
 Las células recogidas del fermentador fueron sometidas a lisis mecánica o 
enzimática. Se llevó a cabo la separación de fracciones y la solubilización de la fracción 
no soluble (Tabla 4.4). Alícuotas de los lisados, y fracciones soluble y no soluble, 
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fueron analizadas mediante SDS-PAGE y WB, empleando los anticuerpos HPV-4C4 e 
IH8, sin observarse ninguna banda de interés (datos no mostrados), ni siquiera cuando 
las muestras de proteínas fueron concentradas mediante precipitación con etanol. 
 
Metanol 
(%) 
Condiciones 
de cultivo 
Nº 
clones 
Tipo 
ruptura 
Tampón  
ruptura Solubilización 
No 
0,5 y 1% Erlenmeyer 4 
Mecánica: 
perlas 
vidrio 
Tampón 
de ruptura 
I Tampón PTSD 
Tampón PTSD Mecánica: 
perlas 
vidrio 
Tampón 
de ruptura 
II+DTT+g
licerol 
Tampón 
PSBM 
Tampón PTSD Fed Batch Fermentador 1 
Liticasa+ 
perlas  
Tampón 
de ruptura 
IV+Tamp
ón de 
ruptura I 
Tampón 
PSBM 
 
Tabla 4.4. Resumen de distintos métodos de lisis y procesamiento de células de cultivos inducidos para la 
construcción ΔN6118VLPZ, así como posteriores análisis de las proteínas de las mismas. 
 
4.2.7 Análisis de transcripción de los clones recombinantes 
 
 Dado que no se encontró expresión de proteína recombinante, en ninguno de los 
ensayos, y en ninguna de las construcciones, ni como proteína en forma nativa, ni como 
proteína de secreción fusionada al epítopo c-myc, se procedió a comprobar la existencia 
de transcripción específica, y sus niveles, mediante RT-PCR.  
Para este estudio, se trabajó con un clon recombinante de cada construcción y en 
cada cepa. Se seleccionaron aquellos clones que habían sido inducidos, y en los que se 
había observado alguna banda en SDS-PAGE o WB. En caso de no tener ningún 
representante de este tipo, se seleccionaron clones de entre los que presentaban mayor 
resistencia a zeocina, y que ya habían sido sometidos a algún ensayo de expresión. Los 
cultivos para aislamiento de ARN total, se hicieron en medio BMMY tras inducción con 
metanol al 1% (clones de la cepa X-33) y al 0,5% (clones de la cepa KM71H). Todas 
las inducciones se realizaron en volúmenes de 25 ml de cultivo, en erlenmeyer de 250 
ml, a 28ºC durante un máximo de 72 horas. Además se realizó la inducción de un clon 
de la cepa X-33 transformado con el vector pPICZA, para utilizarlo como control. 
Para la amplificación de los ADNc correspondientes a la región L1 se utilizaron 
los oligonucleótidos 18L1F600/AOXL1-8, que amplifican un fragmento de 120 pb. 
Además, se diseñaron cebadores que amplificasen un gen de expresión constitutiva de 
P. pastoris. Basándonos en trabajos anteriores (Ahn et al., 2007), se diseñó una pareja 
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de cebadores sobre el gen que codifica el Factor de elongación de la transcripción 1-α 
(TEFW3/TEFRV3, Tabla 3.4), que amplifican un fragmento de 140 pb. Las condiciones 
aplicadas a la reacción de amplificación para ambas parejas de cebadores se reflejan en 
la Tabla 3.5. 
 Inicialmente, los aislamientos fueron analizados en agarosa 1% con objeto de 
comprobar la integridad de los ARNs aislados (Figura 4.39).  
 
 
El siguiente paso consistió en el tratamiento de los ARNs con DNasa I. El 
tratamiento con dicha nucleasa en las muestras de ARN se ajustó hasta comprobar que 
no se producía amplificación por PCR sobre las muestras de ARN tratado (controles 
RT-), empleando los oligonucleótidos mencionados. Los ajustes iniciales 
correspondieron a 1 U de enzima por cada 15-20 µg de ácidos nucleicos totales aunque, 
como se observaba amplificación en dichas muestras RT- (Figura 4.40), esta cantidad se 
aumentó hasta 1U por cada 1-2 µg de ácidos nucleicos totales. 
 
 
 
Figura 4.40. Análisis en agarosa al 2,5% de los productos de RT-PCR con los oligonucleotidos 
18L1F600/AOXL1-8 sobre, ARN tratado con DNasa I, de la cepa X-33 transformada con la construcción 
ΔN6118VLPZ (1U por cada 15-20 µg) (RT-) y ADNc de la construcción 18VLPZ (RT+). C+: control 
positivo de ADN de la misma construcción, C-: control negativo de PCR. Se observan bandas de 
amplificación en las muestras correspondientes al ARN tratado. 
 
Los aislamientos de ARN realizados de los clones recombinantes, fueron 
analizados a distintos tiempos de inducción (generalmente 0, 12, 24, 48 y 72 horas) 
Figura 4.39. Aislamiento de ARN de levaduras 
(construcción  ΔN6118VLPZ) en gel de agarosa al 1,5%. 
Calles 1: aislamiento original; 2: dilución 1/10; 3: 
dilución 1/10 tratada con DNasa a 37ºC.  
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mediante RT-PCR.  Se pudo comprobar que existía amplificación en todos los clones 
recombinantes seleccionados y que, todas las bandas, tanto las obtenidas por 
amplificación con los cebadores TEFFW3/TEFRV3, como con los cebadores 
18L1F600/AOXL1-8, presentaban la misma intensidad (Tablas 4.5 A, B y  C). En las 
amplificaciones realizadas sobre el ADNc de la cepa X-33 transformada con el 
plásmido pPICZA, no recombinante (tiempos 0 y 48 horas post-inducción), no se 
observaron bandas (resultados no mostrados). 
 
A 
Construcción Cepa Región Agarosa 2% 
L1 
X-33 
TEF 
L1 
 
18VLPZ 
KM71H 
TEF 
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B 
Construcción Cepa Región Agarosa 2% 
L1 
 X-33 
TEF 
L1 
 
ΔN6118 
VLPZ 
X-33 
Fermen- 
tador 
TEF 
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C 
Construcción Cepa Región Agarosa 
L1 
X-33 
TEF 
 
L1 
 
18L1Zα 
KM71H 
TEF 
 
 
Tabla 4.5. Análisis de los productos de RT-PCR obtenidos con los oligonucleótidos que amplifican la 
región L1y el control de expresión (TEF) para las construcciones (A) 18VLPZ, (B) ΔN618VLPA y (C) 
18VLPZα. C+: control positivo de ADN, C-: control negativo de ADN.  
  
Por tanto, se detectó transcripción específica del casete insertado en todas las 
construcciones, pero sin embargo, siempre a unos niveles basales no inducibles con 
metanol. Se plantearon así varias posibilidades que deberán ser abordadas en trabajos 
futuros y que se discutirán más adelante, relacionadas con: la deficiente inducción del 
promotor, la existencia de tránscritos truncados o inestables debidos a la presencia de 
secuencias que podrían actuar como terminadores tempranos de la transcripción o 
incluso problemas inherentes al proceso de traducción, relacionados con la secuencia de 
Kozak o la frecuencia de utilización de codones.  
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4.3 EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA L1 DE VPH18 EN CÉLULAS DE 
INSECTO 
 
 
 
Figura 4.41. Esquema de pasos seguidos para la obtención de baculovirus recombinantes. En color rojo se 
indican los pasos llevados a cabo en E. coli y en color azul en células de insecto. 
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 En este caso, se pretendió la producción de la proteína L1 de VPH18 en células 
de insecto, empleando el sistema de baculovirus recombinantes. Para ello se generó la 
construcción ΔN6118VLP, realizada a partir del tercer ATG de la secuencia que 
codifica dicha proteína. La región L1 se amplificó a partir del genoma de VPH18 
contenido en un plásmido comercial. El producto de PCR se clonó en el vector 
pBacPAK9 (Figura 4.41), y con los vectores recombinantes y el ADN viral comercial 
BacPAK6, se cotrasfectaron células Sf21, para generar baculovirus recombinantes. Con 
éstos se llevaron a cabo diversas infecciones para el estudio de la cinética de expresión 
de la proteína L1 de VPH18, así como para la purificación de VLPs. El proceso se 
detalla a continuación. 
 
4.3.1 Amplificación de la región L1 de VPH18 
 
Para la amplificación de la secuencia que codifica la proteína L1 de VPH18 a 
partir del tercer ATG, se diseñó la pareja de cebadores 18L1FWBP/18L1RVBP2 (Tabla 
3.4) que amplifican un fragmento de 1542 pb, y que presentan dianas EcoRI y XhoI 
respectivamente (Figura 4.42, A), para realizar una clonación dirigida en el vector 
pBacPAK9 que actúa como un vector de transferencia. Las condiciones de 
amplificación se detallan en el apartado 3.2.4. Como ADN molde se utilizó el plásmido 
45152 de la ATCC, que contiene el ADN de VPH18 clonado en el plásmido pBR322. 
Se obtuvo un amplicón de tamaño esperado (1542 pb) (Figura 4.42, B). 
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Figura 4.42: (A) Esquema que indica la localización de la pareja de cebadores empleada para la 
amplificación de la región L1 y su posterior expresión células de insecto. (B) Análisis del producto de 
amplificación obtenido con la pareja de cebadores 18L1FWBP/18L1RVBP2. Calle 1: amplificación sobre 
ADN plasmídico de pBR322 conteniendo ADN de VPH18, Calle 2: control negativo de amplificación, 
M: marcador de tamaño molecular. 
 
4.3.2 Clonación dirigida en el vector pBacPAK9 
 
 El amplicón de PCR  18L1FWBP/18L1RVBP2 fue clonado en el vector 
pBacPAK9 (apartado 3.2.9).  
  La integridad de la secuencia de L1 de VPH18, en los clones recombinantes fue 
determinada mediante secuenciación, empleando cebadores comerciales diseñados 
sobre el vector (Bac1 y Bac2) así como cebadores diseñados sobre la región L1 
(18L1F600, 18L1F700, 18L1F800 y ForwardT; Figura 3.1). No se observó ningún 
cambio con respecto a la secuencia prototipo X05015 (Anexo 1). La secuencia 
aminoacídica deducida correspondió a una proteína de 56 KDa. 
 
4.3.3 Obtención y análisis de baculovirus recombinantes 
 
 Tras la generación de baculovirus recombinantes en la línea celular Sf21 
(apartado 3.2.12) se realizó en primer lugar la comprobación del carácter recombinante 
de los mismos. Para ello, se realizaron amplificaciones de los aislamientos de ADN total 
de las células de insecto infectadas, obtenidas en el paso de amplificación y generación 
del PASE 1. Además, también se llevó a cabo el análisis de extractos crudos de 
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proteínas de estas células así como la inmunodetección de la proteína recombinante, 
mediante WB con los sueros comerciales.  
 Para las amplificaciones se emplearon los oligonucleótidos Bac1/Bac2 (Tabla 
3.4). Las condiciones de amplificación se recogen en la tabla 3.5. Tras el análisis en 
agarosa de los amplicones, se observó un fragmento amplificado de tamaño esperado 
(1542 pb) en las células recogidas de todas las infecciones realizadas, lo que indicó, que 
todos los clones de baculovirus aislados eran recombinantes (Figura 4.43 A). 
  
 
 
Figura 4.43. Análisis molecular de las células Sf21 infectadas con cada una de las 11 placas de lisis. (A): 
análisis por PCR empleando los cebadores Bac1/Bac2. Se observa un amplicon de tamaño esperado (1542 
pb) para las 11 placas de lisis (Calles 1 a 11). Calle 12: células no infectadas. M: marcador de tamaño 
molecular. (B): Análisis mediante SDS-PAGE y WB con anticuerpos comerciales (IH8 y HPV-4C4). 
Calle 1: células no infectadas. Calles 2 a 11: extractos crudos de células infectadas. Sólo aparecen bandas 
de tamaño esperado (~56 KDa) para 8 de las placas de lisis (recuadro amarillo). MP: marcador de peso 
molecular preteñido. 
 
Mediante el análisis en SDS-PAGE de los extractos crudos de proteínas, se 
observó una banda más intensa, situada entre el marcador de peso molecular de 48 y el 
de 85 KDa, en 8 de los 10 extractos crudos analizados (tamaño esperado de ~56 KDa). 
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Esta misma banda fue detectada mediante WB con el cóctel de IH8  y el anticuerpo 
monoclonal HPV-4C4 (Figura 4.43 B). 
 Identificados los baculovirus recombinantes, uno de ellos fue seleccionado y 
titulado mediante ensayo de placas (apartado 3.2.12 d) con objeto de poder realizar 
infecciones con Índices de Multiplicidad (MOIs) conocidos, obteniéndose un título de 
1,45x108 ufp/ml para el pase 1 y de 1,8x108 ufp/ml para el pase 2, con el que se 
continuó trabajando. 
   
4.3.4 Estudio de la cinética de expresión de la proteína ΔN6118VLP 
 
Los ensayos de cinética se realizaron según se indica en el apartado 3.2.14.3. Se 
analizaron extractos crudos de alícuotas de cultivos infectados por SDS-PAGE y WB 
empleando el anticuerpo HPV-4C4. En todos los experimentos se incluyó, en alguna de 
las membranas, el análisis de extractos crudos de células no infectadas, con objeto de 
corroborar la especificidad de las bandas detectadas. 
Para realizar la optimización de la producción de la proteína, se valoraron dos 
líneas celulares (Sf9 y Sf21), el efecto del suero fetal bovino (SFB) como complemento 
del medio, el índice de multiplicidad de la infección (MOI) y el tiempo de infección. 
 
a) Análisis de la producción de proteínas en líneas celulares Sf9 y Sf21, y en 
presencia/ausencia de SFB 
La primera aproximación consistió en determinar qué línea celular (Sf9 o Sf21) 
era capaz de producir la proteína ΔN6118VLP en niveles mayores, y establecer si la 
presencia de SFB al 10%, tenía un efecto positivo, negativo o no tenía ningún efecto  
sobre la cantidad y calidad de proteína producida. Para llevar a cabo estos ensayos, se 
seleccionó, de forma aleatoria, un MOI de 5. Las infecciones se realizaron cuando los 
cultivos alcanzaron una densidad celular de 1x106 células/ml, momento en el cual se 
añadió en su caso, el SFB. 
En estas inmunodetecciones se observó una banda de tamaño esperado 
(aproximadamente 56 KDa), en todas las muestras a partir de las 24 horas de infección 
(Figura 4.44).  
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Figura 4.44. Análisis por WB de extractos crudos expresando la proteína ΔN6118VLP, separados en 
NuPAGE-SDS 4-12%, obtenidas en las líneas celulares Sf9 y Sf21 (MOI 5 ufp/célula) con HPV-4C4. 
Calles 1: 0h; 2: 24h; 3: 48h;  4: 72h;  5: 96h; 6: 120h; 7: 144 h, 8: extracto crudo de células no infectadas. 
SFB: suero fetal bovino. 
 
El análisis densitométrico de los geles (3.2.15.6) reveló que, los niveles 
máximos de expresión se alcanzaron, en la línea celular Sf9 a las 48-72 horas cuando el 
medio se suplementó con SFB y a las 72 horas en ausencia de éste. En la línea celular 
Sf21, los niveles máximos de expresión de la proteína se alcanzaron a las 48 horas tanto 
en ausencia como en presencia de SFB. En todas las muestras se pudo observar, en 
mayor o menor intensidad, una segunda banda por debajo de la banda de 56 KDa, a 
partir de las 72 horas y, en algunas muestras, una tercera banda a partir de las 96 horas. 
Éstas podrían ser debidas a degradación de la proteína a lo largo del tiempo de 
infección. 
 Con objeto de determinar en qué condiciones se obtenía la expresión óptima, se 
realizó un WB con las muestras correspondientes a los valores máximos  de expresión 
de cada ensayo. Tras el análisis mediante el programa Image Quant, los máximos 
niveles de expresión fueron detectados en células Sf21, cuando se expresaba en medio 
suplementado con SFB (Figura 4.45). 
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Figura 4.45. (A) Análisis por WB de alícuotas de extractos crudos de las muestras con mayores niveles de 
expresión de la proteína ΔN6118VLP en NuPAGE-SDS (4-12%). Calles 1: células Sf9 con SFB 48 horas; 
2: células Sf9 con SFB 72 horas, 3: céulas Sf9 sin SFB 72 horas; 4: células Sf21 con SFB 48 horas, 5: 
células Sf21 cells sin SFB 48 horas; 6: células Sf9 no infectadas, 7: células Sf21 no infectadas. M: 
marcador de peso molecular. (B) Datos obtenidos del análisis densitométrico del WB junto con los datos 
de viabilidad celular de la muestra. UA: unidades arbitrarias. 
 
b) Análisis de la producción de proteínas en la línea celular Sf21 empleando diferentes 
índices de multiplicidad de la infección (MOIs) 
Una vez determinada la línea celular que expresaba la proteína en mayores 
cantidades, así como el efecto que tenía el SFB en la expresión, se trató de determinar, 
de entre cuatro MOIs con los que se trabaja frecuentemente (0,1; 1; 5 y 10), con cuál se 
obtenían mayores niveles de expresión de la proteína ΔN6118VLP. Las infecciones se 
realizaron según se describe en el apartado 3.2.14.3, añadiéndose SFB al 10% en el 
momento de la infección, y se mantuvieron durante un máximo de 168 horas, en 
función de los recuentos y las viabilidades celulares, que se determinaron cada 12 y/o 
24 horas. En estos periodos de tiempo, se tomaron las alícuotas de 1,5 ml, que fueron 
posteriormente analizadas cualitativa y cuantitativamente mediante WB. 
 Se observó, según lo esperado, que los índices de multiplicidad más bajos, 
permitían alcanzar viabilidades y densidades celulares superiores, confirmándose así la 
correcta infección de los cultivos (Figura 4.46). 
Así, mediante WB y análisis densitométrico, se determinó que las mayores 
intensidades se obtenían entre 48 y 72 horas para todos los MOI excepto para el índice 
más bajo (0,1) donde se requirieron tiempos superiores de infección (72 y 96 horas) 
(Figura 4.47). 
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Figura 4.46.  Gráficos de densidades celulares (A) y viabilidades (B) analizadas cada 24 horas en 
infecciones de células Sf21 con diferentes MOIs. 
 
 
 
Figura 4.47. Análisis por WB de alícuotas de extractos crudos de células Sf21 infectadas con distintos 
MOIs separadas en NuPAGE-SDS en gradiente 4-12%. Calles 1: 0 horas, 2: 24 horas, 3: 48 horas, 4: 72 
horas, 5: 96 horas, 6: 120 horas, 7: 144 horas, 8: 168 horas. 
 
 Para determinar las condiciones óptimas (MOI y tiempo) para la expresión de 
proteína, se compararon densitométricamente los máximos obtenidos en los 
experimentos anteriores, en un mismo WB. En este caso, aunque sin diferencias 
excesivamente grandes, los mayores niveles de expresión detectados mediante este 
método se correspondieron con una infección de 48 horas, empleando un MOI de 5 
(Figura 4.48). 
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Figura 4.48: (A): Inmunodetección de muestras con los mayores niveles de expresión con los difrentes 
MOIs separadas en NuPAGE-SDS (4-12%). Calles 1: MOI 0,1; 72 horas;  2: MOI 0,1; 96 horas, 3: MOI 
1; 48 horas; 4: MOI 1; 72 horas; 5: MOI 5; 48 horas; 6: MOI 5; 72 horas; 7: MOI 10; 48 horas; 8: MOI 
10; 72 horas de infección. (B): Datos obtenidos del análisis  densitométrico del WB.  Los niveles de 
expresión máximos se obtienen con un MOI de 5 a las 48 horas de expresión. UA: unidades arbitrarias.  
 
4.3.5 Producción y purificación de VLPs de VPH18  
 
Una vez analizada la expresión de la proteína ΔN6118VLP, el siguiente paso 
consistió en la purificación y análisis de partículas similares al virus (VLPs).  
Se realizó un protocolo de purificación de VLPs en células Sf21 empleando los 
cuatro MOIs analizados en los ensayos de cinética, llevando a cabo las infecciones en 
en células Sf21, con medio suplementado con SFB, condiciones óptimas obtenidas en 
los ensayos previos. Aunque en este caso se emplearon fermentadores para obtener 
mayor cantidad de muestra, las infecciones se mantuvieron durante los tiempos 
establecidos en los ensayos de la cinética de expresión de la proteína  (72 horas para el 
MOI 0,1, y 48 horas para los MOI 1, 5 y 10). Además se realizó un ensayo en células 
Sf9, con MOI 5, seleccionado aleatoriamente, con objeto de comparar una vez más el 
rendimiento de ambas líneas celulares. 
 Para cada MOI se infectaron 3 fermentadores con 250 ml y cada 24 horas se 
llevaron a cabo recuentos celulares y determinaciones de la viabilidad. Al final del 
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periodo de infección los 750 ml de cultivo infectado, correspondientes a cada MOI, se 
procesaron de manera conjunta. 
 Tras la lisis y ultracentrifugación, se recogieron las bandas obtenidas en el 
gradiente de cloruro de cesio y se sometieron a desaladado (apartado 3.2.14.3 b). En 
todos los casos se realizó una monitorización de este proceso, valorando la absorbancia 
a 280 nm así como la conductividad de cada una de las muestras. La concentración de 
proteínas totales en las fracciones recuperadas tras el desalado, se determinó mediante 
ensayo colorimétrico. Las muestras se valoraron por WB (previa concentración 10 veces 
mediante precipitación con etanol), mediante microscopía electrónica (previa 
concentración con el sistema Microcon YM-10) y mediante DLS (previa dilución en 
tampón PBS suplementado). 
Durante la infección, para los fermentadores correspondientes a MOIs 1, 5 y 10 
se observó una disminución de la densidad celular y de la viabilidad a medida que 
aumentaba el tiempo, de forma más acusada en el caso de los MOIs más altos (5 y 10). 
Para el MOI 0,1 se pudo observar crecimiento durante las primeras 48 horas de 
infección, y a partir de este momento, comenzó a disminuir el número de células viables 
(salvo en un fermentador en el que pareció producirse un descenso continuo del número 
de células viables a lo largo de toda la infección). En cuanto a las viabilidades, la 
tendencia general fue a mantenerse más o menos estables durante las primeras 48 horas, 
sufriendo una pequeña disminución al final de la infección (Figura 4.49). 
Tras la ultracentrifugación en gradiente de cloruro de cesio, en las muestras 
correspondientes a los MOI 0,1; 1 y 10, se recuperó una única banda en el gradiente, 
situada a 1,5 cm del fondo del tubo y cuyos índices de refracción correspondientes se 
situaron en torno a 1,360 (Tabla 4.6). 
Para el MOI 5, se detectaron, en ambas líneas celulares (Sf9 y Sf21), dos bandas 
en el gradiente de CsCl. La banda más próxima al fondo del tubo (a  1,3 cm) era más 
fina, pero más azulada, como las típicas bandas para VLPs de VPH. Se recuperaron las 
dos bandas y se midió el índice de refracción, siendo de 1,358 para la banda superior y 
de 1,362 para la inferior (células Sf21).  
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Figura 4.49. Monitorización de la densidad celular (líneas de color amarillo rosa y azul para cada uno de 
los tres fermentadores empleados) y viabilidad (negro) de los fermentadores infectados con diferentes 
MOI para la purificación y caracterización de VLPs de VPH18, en células Sf21. 
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A continuación, las muestras se sometieron a eliminación del cloruro de cesio 
(desalado) (apartado 3.2.14.3). Todas las muestras, salvo las correspondientes a MOI 5 
en células Sf21, eluyeron en dos picos de Absorbancia a 280 nm, uno de ellos muy 
próximo al pico de conductividad, correspondiente a la salida del cloruro de cesio 
(Figura 4.50). Recuperadas las muestras desaladas, se midió, empleando un método 
colorimétrico, la concentración de proteínas totales contenidas en cada una de ellas, que 
aparecen reflejadas en la Tabla 4.6. Las concentraciones más altas de proteínas se 
detectaron en las muestras correspondientes a los MOI 1, 5 (línea celular Sf21) y  MOI 
10. 
Con objeto de determinar la presencia de la proteína L1 de VPH 18, las 
muestras, 10 veces concentradas mediante precipitación con etanol, fueron sometidas a 
análisis mediante WB empleando el anticuerpo comercial HPV-4C4. Para las muestras 
correspondientes a MOI 0,1 no se detectó ninguna banda. Para las muestras 
correspondientes al MOI 1 se observaron bandas muy tenues, en tanto que para el MOI 
5, en la línea celular Sf21 se detectaron bandas aún sin concentrar las muestras. Para 
este mismo MOI en la línea Sf9 fue necesaria la concentración para poder detectar 
bandas de tamaño esperado (56 KDa) en WB. Para el MOI 10, se obtuvieron bandas 
claras en ambas eluciones del desalado (Figura 4.51). 
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Figura 4.50. Gráficos de monitorización de la A280 (curvas azules) y conductividad (curvas rosas) durante 
el proceso de desalado para las distintas muestras obtenidas durante la infección con diferentes MOIs. 
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Figura 4.51. Inmunodetección de muestras de VLPs tras el desalado separadas en NuPAGE-SDS. (A) 
Muestras de MOI 5 en células Sf9, calles 1: banda superior 1ª fracción, 2: banda superior 2ª fracción, 3: 
banda inferior, 1ª fracción, 4: banda inferior 2ª fracción, 5: extracto crudo de la inducción. (B) Muestras 
de MOI 5 en células Sf21, no concentradas. Calles 1 a 3: extractos crudos de alícuotas de los 
fermentadores, 4: muestra antes de la centrifugación en CsCl, 5: banda superior tras el gradiente, en CsCl, 
6: misma muestra tras el desalado, 7: banda inferior tras el gradiente, en CsCl, 8: misma muestra tras el 
desalado. (C) Muestras de MOIs 0,1; 1 y 10. Calle 1: 1ª fracción MOI 0,1; 2:  2ª fracción MOI 0,1; 3: 1ª 
fracción MOI 1, 4: 2ª fracción MOI 1; 5:  1ª fracción MOI 10, 6: 2ª fracción MOI 10. 
 
El siguiente paso fue analizar las muestras desaladas y concentradas, mediante 
microscopía electrónica (ME), con objeto de detectar la formación de VLPs. No se 
detectaron partículas en las muestras correspondientes al MOI 0,1. Para el MOI 1, se 
observaron capsómeros en ambas muestras, y en la correspondiente a la primera 
fracción del desalado se observaron algunas partículas y acúmulos oscuros que podían 
corresponderse con agregados de partículas.  
En los MOI 5 y 10 fue en los que se detectó mayor número de partículas de 
tamaño compatible con VLPs (50 nm) mediante ME. En el caso del MOI 5, para la línea 
Sf9 se observaron partículas en ambas muestras, pero estas fueron más abundantes en la 
banda situada a 1,3 cm del fondo del tubo, es decir, en la banda inferior (Figura 4.52, 
A). En el caso de la infección realizada con el mismo MOI en células Sf21 se pudieron 
observar partículas totalmente formadas, de aproximadamente 50 nm, sólo en el caso de 
la muestra correspondiente a la banda más próxima al fondo del tubo. En el caso de las 
muestras correspondientes a infecciones realizadas con MOI 10, se detectaron VLPs en 
ambas fracciones del desalado, sin embargo, en la muestra correspondiente a la segunda  
fracción, las partículas observadas fueron algo más pequeñas (~40 nm de diámetro) y 
además también se observaron partículas proteicas de 20-25 nm (Figura 4.52, B,C y D). 
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Figura 4.52. Imágenes de microscopía electrónica de muestras de VLPs obtenidas con (A) MOI 5 en 
células Sf9, 140K aumentos, (B): MOI 10, VLPs bien formadas, tamaño 55 nm, obtenidas en la muestra 
correspondiente a la primera fracción recogida en el desalado, 100K aumentos. (C): MOI 10, partículas 
de menor tamaño (40 nm) obtenidas en la 2ª fracción, 100K aumentos. (D): MOI 10, agrupaciones de 
capsómeros de 20-25 nm de diámetro, obtenidos en la 2ª fracción, 100K aumentos. 
 
Finalmente, las muestras a concentraciones de 30 ó 60 μg/ml (Tabla 3.12), 
fueron sometidas a análisis mediante DLS. Para las muestras correspondientes al MOI 
0,1 sólo se detectaron partículas de aproximadamente 20 nm, en la muestra 
correspondiente a la primera fracción recogida del desalado, que podrían corresponder 
con capsómeros, si bien éstas no se detectaron mediante ME (Figura 4.53). Para las 
muestras obtenidas con MOI 1 se obtuvieron fundamentalmente partículas de 10-15 nm 
de diámetro (Figura 4.53). En el caso de las muestras obtenidas tras infectar las células 
con MOI 5 en la línea celular Sf9 los resultados no coincidieron con los obtenidos en 
microscopía electrónica, puesto que se observó un pico para partículas de tamaño de 12-
32 nm (capsómeros o agregados de capsómeros) en todas las muestras, mientras que 
aparecían sólo algunas partículas de tamaño esperado (40-50 nm) en las 
correspondientes a la primera fracción recogida durante el desalado (Figura 4.54). En 
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las muestras obtenidas en la línea celular Sf21, se obtuvieron fundamentalmente 
partículas de tamaño comprendido entre 15 y 20 nm, en tanto que sólo un 0,3% del total 
de partículas presentaban un tamaño de 50-55 nm (Figura 4.54). 
Finalmente, para el MOI 10 para la primera fracción del desalado, se obtuvo un 
pico en partículas de tamaño entre 55 a 100 nm, y fundamentalmente partículas de 
tamaño entre 12 y 40 nm para la muestra correspondiente a la segunda fracción (Figura 
4.53). 
 
Las partículas producidas con MOI 5 en células Sf9, recogidas en la banda 
inferior del gradiente de CsCl, y recuperadas en la primera elución del desalado, fueron 
empleadas para la realización del ensayo de ELISA, con objeto de comparar la 
reactividad de los plasmas de hemodonantes y de pacientes caracterizados 
genéticamente, cuando se enfrentaban a éstas y a la proteína recombinante GST-
ΔN7118L1 producida en E. coli, ver figura 4.29. 
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Figura 4.53. Gráficos obtenidos tras el análisis mediante DLS de las muestras de VLPs para los MOIs 0,1, 
1 y 10 obtenidas tras el desalado. 
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Figura 4.54: Gráficos obtenidos tras el análisis mediante DLS de las muestras de VLPs para el MOI 5 en 
células Sf9 y 21 obtenidas tras el desalado. 
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1 INTRODUCCIÓN 
 
La infección con VPH es una causa necesaria para el desarrollo de cáncer 
cervical. Cada año se registran 500.000 casos nuevos de esta neoplasia (Walboomers et 
al., 1999) y más del 50% de todas las mujeres se infectarán con algún tipo de VPH a lo 
largo de su vida. De ellas, más del 80% clarificarán la infección de forma espontánea 
con el paso del tiempo. En otros casos las infecciones serán de carácter persistente con 
una duración superior a  2 años. De estas últimas, una pequeña proporción progresará 
hacia neoplasia cervical intraepitelial (LSIL) o a grados superiores de lesiones 
precancerosas (HSIL) y eventualmente a cáncer de cérvix uterino (Schmitt et al., 2007). 
Aproximadamente el 50% de los casos de cáncer de cérvix se asocian con el VPH tipo 
16, y un 20% adicional con el tipo 18.   
Tras la infección natural con VPH, tan sólo el 50% de las mujeres desarrollarán 
anticuerpos que persistirán a bajas concentraciones y normalmente durante poco más de 
un año. Así, los anticuerpos producidos tras la infección natural no parecen conferir una 
protección duradera frente una nueva infección (Viscidi et al., 2004). Por el contrario, la 
respuesta serológica frente a vacunas de VPH basadas en VLPs de tipos específicos es 
universal y los títulos de anticuerpos son  muy superiores (más de 40 veces) a los 
generados por la infección natural (Bosch & de Sanjosé, 2007). Todavía no se conoce 
con exactitud la duración de la protección que conferirán estas vacunas pero los títulos 
de anticuerpos se mantienen significativamente por encima de los títulos producidos tras 
la infección natural durante al menos 60 meses después de la vacunación. Así se plantea 
un nuevo reto en la serología de VPH, relacionado con el establecimiento de nuevas 
pruebas serológicas eficaces, sensibles, específicas y económicas, que permitan la 
valoración de la respuesta inmune en los procesos de infección natural y el seguimiento 
de los títulos de anticuerpos en población vacunada. 
El presente trabajo se centró en la expresión de la proteína mayoritaria de la 
cápsida L1 del VPH tipo 18 en distintos sistemas heterólogos. Se trata del segundo tipo 
más frecuentemente encontrado en pacientes afectadas de cáncer de cérvix uterino 
(Bosch & de Sanjosé, 2007). El tipo 18 ha sido incluido en las dos vacunas actualmente 
comercializadas, Cervarix desarrollada por GlaxoSmithKline y Gardasil desarrollada 
por Merck.  
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5.2 EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES DE 
L1 DE VPH18 EN E. coli 
 
5.2.1 Diseño de las construcciones 
 
En esta aproximación se persiguió la producción de proteínas recombinantes de 
L1 de VPH18 con una posible aplicabilidad futura en sistemas serológicos para la 
valoración de la respuesta inmune en población vacunada o en la infección natural. 
En primer lugar se realizó el análisis de la estructura de la proteína L1 de 
VPH18, deducida a partir de su secuencia de aminoácidos (Figura 4.1). Se observó que 
la región amino-terminal presentaba un fuerte carácter hidrofóbico, y por tanto pocas 
probabilidades de exponerse en superficie y escaso carácter antigénico, por lo que la 
expresión de esta región podría resultar poco interesante, teniendo en cuenta además 
que su carácter hidrofóbico podría favorecer la asociación de la proteína a membranas y 
la formación de cuerpos de inclusión que dificultarían su posterior purificación. El resto 
de la proteína presentó un perfil fundamentalmente hidrofílico, especialmente la región 
carboxi-terminal, caracterizada por su mayor probabilidad de exposición en superficie. 
Así se generaron las construcciones: (1) GST-18L1Ct (aminoácidos 377 a 568) 
y (2) GST-ΔN7118L1 (aminoácidos 72 a 568). La región C-terminal se eligió por las 
altas probabilidades de exponerse en la superficie de las partículas virales y por su 
esperado carácter antigénico (Modis et al., 2002). Además, posee varios aminoácidos 
que son divergentes entre los distintos tipos de VPH por lo que podría ser importante 
para el reconocimiento por anticuerpos específicos de tipo. También se han descrito 
anticuerpos monoclonales para el VPH tipo 16 (como el H16V5), que parecen 
reconocer epítopos  específicos de esta región, los cuales podrían ser reconocidos 
también por sueros humanos reactivos para VPH tipo 16 (Carter et al., 2003; Wang et 
al., 2003). En la construcción GST-ΔN7118L1, se decidió omitir la región N-terminal, 
ya que no parece jugar un papel importante en cuanto al plegamiento de la proteína 
(Sehr et al., 2002). Chen y colaboradores (Chen et al., 2000) observaron que la deleción 
de hasta 15 aminoácidos del extremo N-terminal (desde la metionina consenso, ver 
anexo 1) no afectaba al ensamblaje de la proteína L1. La deleción de hasta 10 
aminoácidos permitía el ensamblaje en VLPs con simetría T=7, en tanto que cuando se 
delecionaban más, se obtenían las VLPs pequeñas, de simetría T=1(12 pentámeros y 
~32 nm de diámetro). Las deleciones de más de 15 aminoácidos eran inestables por lo 
que no pudieron ser analizadas. El primer aminoácido que constituye una estructura 
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secundaria es el residuo  88 (Y=Tirosina) (residuo 27 en la Figura 1.6, referida la 
metionina consenso), de forma que con la deleción realizada en la construcción GST-
ΔN7118L1, de 71 aminoácidos si consideramos el primer ATG (10 aminoácidos 
considerando la metionia consenso), no se vería afectada la estructura secundaria del 
extremo N-terminal ni su capacidad de ensamblaje con otros monómeros, si bien podría 
verse afectada la estabilidad de los mismos, ya que la región en cuestión rellena los 
huecos entre los pentámeros (Modis et al., 2002). 
Además, el extremo N-terminal tampoco parece jugar un papel importante en 
cuanto a la antigenicidad. En el análisis de la secuencia de L1 de 52 VPs de distintas 
especies se ha observado que existe una homología considerable con la excepción de 5 
regiones hipervariables, que están localizadas en lazos en la superficie de la proteína, en 
los que se han identificado epítopos lineales y conformacionales (Olcese et al., 2004). 
El primero de estos lazos se corresponde con los aminoácidos 49 a 61 (desde la 
metionina consenso), 100 a 112 (desde la primera metionina del ORF) en el VPH tipo 
16, por lo que no se vería afectado en nuestra construcción delecionada.  
Para la expresión de las proteínas recombinantes, se seleccionó el vector pGEX-
4T, en el que éstas son expresadas como proteínas de fusión con Glutation-S-
Transferasa (GST) en su extremo N-terminal. En la bibliografía existen algunos trabajos 
en los que se ha intentado expresar la proteína L1 en otros vectores diferentes para 
bacterias (Tabla 1.3). Sin embargo los mejores resultados en cuanto a rendimiento y 
purificación de proteína, se han obtenido con este tipo de vectores. En concreto, Chen y 
colaboradores (Chen et al., 2001) observaron que cuando la proteína era expresada en el 
vector pUC, la producción era escasa y además se producía una degradación posterior. 
La proteína L1 de VPH16 expresada como proteína de fusión con MBP en L. lactis, 
aparecía en la fracción soluble en niveles hasta 9 veces superiores a los de la proteína 
GST-16L1, sin embargo sólo se lograba purificar, mediante cromatografía de afinidad, 
un 9,7% del total de proteína expresada (Cho et al., 2007). 
 
5.2.2 Optimización de la expresión 
 
En la Tabla 5.1 se muestra un resumen de las condiciones establecidas como 
óptimas para la expresión y purificación de las proteínas recombinantes de L1 de 
VPH18 producidas en E. coli. 
 
 
Discusión 
 160
  Construcción 
  GST-18L1Ct GST-Δ7118L1 
Medio SOB SOB 
D.O.600 0,5 1 
IPTG 0,8 mM 1 mM 
Temperatura 28ºC 28ºC 
Condiciones 
de  
expresión 
Tiempo 16-20 horas 16-20 horas 
Lisis Sonicación (Tampón de sonicación B) 
Sonicación (Tampón 
de sonicación B) 
Solubilización 
fracción no soluble 
Tampón de 
solubilización A 
Tampón de 
solubilización B 
Cromatografía En suspensión En columna 
Condiciones 
de 
purificación 
Purificación de 
eluciones Electroelución en PBS 
Electroelución en PBS 
y 
elución en PBS/urea 
 
Tabla 5.1. Resumen de las condiciones óptimas para la expresión y purificación de proteínas de fusión 
con GST en E. coli. 
 
? En este trabajo se presenta la optimización de la expresión y purificación de la 
proteína L1 en E. coli. Es ampliamente conocido que la sobreexpresión de proteínas en 
esta bacteria puede conducir a la formación de cuerpos de inclusión, constituidos por 
agregados proteicos densos e insolubles (Hober & Uhlen 1999; Marston, 1986). Dada la 
dificultad para la detección de ambas proteínas recombinantes, mediante el análisis en 
SDS-PAGE de los extractos crudos de las inducciones realizadas en las condiciones 
habituales de expresión en este sistema, se pensó que podría estar teniendo lugar la 
formación de cuerpos de inclusión, no deseables. Por ello se desarrollaron experimentos 
en los que se modificaron distintos parámetros de la inducción, que se conoce que 
disminuyen la acumulación de las proteínas en la fracción no soluble en forma de 
cuerpos de inclusión. Entre estos parámetros se encuentran: la densidad óptica a la que 
se induce el cultivo, la concentración final de agente inductor, el tiempo de inducción, la 
temperatura a la cual se induce el cultivo y la aireación. Finalmente, los protocolos de 
solubilización incorporados al proceso de producción incrementaron la cantidad de 
proteína recuperada (ver tabla 5.1). 
? Con respecto a las cepas de E. coli empleadas, en la actualidad se dispone de 
múltiples cepas especialmente diseñadas para la expresión de proteínas heterólogas, que 
son deficientes en genes que codifican distintos tipos de proteasas citoplasmáticas 
(Baker et al., 1984; Sugimura & Higashi, 1988). En el presente trabajo se han 
empleado, la cepa BL21 (deficiente en proteasas OmpT y Lon) que es el hospedador 
seleccionado para estudios de expresión de proteínas de fusión con GST, y las cepas 
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C41 (DE3) y C43 (DE3). La cepa C41 es un mutante de la cepa BL21 (DE3) capaz de 
sobreexpresar una proteína de membrana mitocondrial, que se producía a unos niveles 
muy bajos en la cepa parental. La cepa C43, es una cepa mutante de la cepa C41, 
seleccionada por su capacidad para sobreexpresar dos proteínas de membranas en 
niveles aún superiores a los obtenidos con la cepa parental C41 (Miroux & Walker, 
1996). En ambas, los niveles de proteína GST-ΔN7118L1 detectada en la fracción no 
soluble, tras inducir con los parámetros definidos como óptimos en la cepa BL21, 
fueron superiores a los observados en ésta última, siendo ligeramente mayores en la 
C43 (Figura 4.8), coincidiendo con lo publicado para otras proteínas expresadas en 
dichas cepas (Dumon-Seignovert et al., 2004).  
Las cepas superproductoras, fueron cedidas al final del periodo de investigación y por 
ello no se optimizó la producción de las proteínas recombinantes en las mismas. En un 
futuro, para incrementar el rendimiento de producción de la proteína recombinante, 
sería conveniente abordarla en estas cepas, más en concretamente en la cepa C43. 
? También se modificaron las condiciones de expresión, con objeto de mejorar la 
producción de las proteínas heterólogas. En nuestro caso, la disminución de la 
temperatura de inducción de 37ºC (temperatura óptima de crecimiento de E. coli) a 
28ºC, favoreció considerablemente la expresión de ambas proteínas de fusión. Tras 
diversos ensayos multifactoriales, se determinó que la inducción era mejor en medio 
SOB (medio rico en nutrientes, isotónico, diseñado para preparación y transformación 
de células competentes), que en medio LB (Figura 4.11). Quizá al tratarse de un medio 
enriquecido, favorezca el crecimiento a densidades superiores con lo que se 
incrementaría proporcionalmente la cantidad de proteína de fusión expresada y por tanto 
recuperada al final del proceso de purificación. Se ajustaron las concentraciones óptimas 
de IPTG y las densidades ópticas del cultivo a las que se realizaba la inducción, 
incrementándola hasta D.O.600 de 1 para la proteína completa, ya que así se reducía la 
formación de cuerpos insolubles. Además la expresión se mantuvo durante 16-20 horas 
para incrementar la cantidad de proteína total producida. 
? Pero además, dada la dificultad en la detección de las proteínas de interés, 
especialmente de la proteína GST-ΔN7118L1 en los extractos crudos mediante análisis 
por SDS-PAGE, se llevó a cabo lisis y separación de fracciones de los cultivos 
inducidos, para tratar por separado la fracción no soluble, donde se encontraba la mayor 
parte de la proteína recombinante. 
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Para realizar la lisis se utilizaron dos métodos, uno basado en detergentes no 
iónicos (B-PER) y otro en la sonicación. Tras la ruptura, en los geles de poliacrilamida 
las proteínas recombinantes aparecían en la fracción no soluble (Figura 4.19), 
observándose una mejor recuperación cuando la lisis se llevaba a cabo mediante 
sonicación. Éste es un método más agresivo que puede favorecer la disgregación de los 
agregados proteicos, si bien tiene como inconveniente la posibilidad de degradación de 
la proteína si el método no es aplicado correctamente. El método comercial B-PER 
inicialmente fue descrito para la extracción de proteínas solubles. Incluso en algunos 
trabajos se lisan las células por sonicación en B-PER, o es utilizado una vez generados 
esferoplastos en levaduras (DeLong et al., 2004; Feissner et al., 2006). Por tanto parece 
que no es un método muy eficaz, al menos cuando se trabaja con proteínas poco 
solubles.  
Puesto que ambas proteínas de fusión aparecían mayoritariamente en la fracción 
no soluble (Figura 4.9) se decidió realizar algunas aproximaciones para solubilizar los 
cuerpos de inclusión.  Así, para favorecer la liberación y disgregación de los mismos, se 
llevó a cabo la lisis en presencia  de detergentes y agentes reductores (SDS, Tween y 
DTT) y puesto que la proteína seguía apareciendo en la fracción no soluble, ésta se 
sometió a tratamiento con distintos tampones de solubilización antes de ser sometida a 
purificación mediante cromatografía de afinidad. Se probaron distintos tampones de 
sonicación (Tabla 3.9), y distintos tampones de solubilización (Tabla 3.10) basados en 
la combinación de detergentes y agentes reductores. El mejor rendimiento, se obtuvo 
cuando la lisis se realizaba en tampón de sonicación B conteniendo lisozima y agentes 
reductores como DTT y EDTA. 
? Tras la lisis y separación de fracciones, la fracción no soluble se solubilizó en 
Tampón de solubilización A (construcción GST-18L1Ct) o Tampón de solubilización B 
(GST-ΔN7118L1) (Tabla 3.10). Ambos contienen detergentes como el Tween20 y el 
SDS. El tampón B además contiene el agente reductor DTT. La fracción no soluble 
solubilizada se sometió a purificación mediante cromatografía de afinidad, en 
suspensión (GST-18L1Ct) o en columna (GST-ΔN7118L1). 
Es de destacar que, si bien para la purificación de la proteína GST-ΔN7118L1 se 
empleó la cromatografía de afinidad en columna, para tratar de recuperarla de forma 
más pura, y aplicando el protocolo descrito en el procedimiento A por ser el menos 
agresivo, al final del proceso se apreció la coprecipitación de una proteína de 60 KDa 
(Figura 4.12, A), que podría corresponder a la chaperona GroEL de E. coli, implicada 
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junto con GroES en el plegamiento de muchas proteínas (Chen & Sigler, 1999; Chen et 
al., 2001, Weissman et al., 1994, 1995), y que también se observó en los ensayos de 
inmunodetección de la proteína GST-18L1Ct purificada (Figura 4.25). 
? Dadas las observaciones anteriores, se aplicaron distintos protocolos basados en 
el trabajo de Chen y colaboradores (Chen et al., 2001) sobre la expresión de la proteína 
L1 de los tipos de VPH 16 y 11 en E. coli. En este trabajo, la eliminación de la 
chaperona se realiza mediante la adición de urea a concentración 3,5M, que se sabe que 
es capaz de desensamblar los heptámeros dobles que conforman la chaperona GroEL, y 
sin embargo no afecta a la formación de pentámeros por parte de la proteína L1. Pero la 
adición sólo de urea reduce a la mitad la presencia de GroEL, en tanto que el 
tratamiento previo de los lisados con ATP y MgCl2, seguido de incubación con urea, 
conseguía eliminar básicamente el 100% de la chaperona. 
Pero la aplicación exacta de las condiciones descritas en el trabajo mencionado 
(Procedimiento D en nuestro caso), se tradujo en la presencia de múltiples bandas en las 
eluciones, además de la correspondiente a la proteína GST-ΔN7118L1, con una clara 
disminución de la intensidad de ésta en comparación con la obtenida en el experimento 
realizado en paralelo con las condiciones del procedimiento A (Figura 4.12). 
El fallo en la aplicación del método, podría deberse a diferencias metodológicas 
con el trabajo publicado (tipo de medio, condiciones de aireación que determinan la 
formación de cuerpos de inclusión en mayor o menor medida, condiciones de inducción 
o tipo de columnas). Además, dicho trabajo es aplicado a los tipos 16 y 11 que 
generalmente se expresan mejor que el tipo 18, que presenta un carácter más insoluble, 
como hemos observado comparando con otros trabajos realizados con el tipo 16 en el 
laboratorio (Bosch, 2008). 
Por tanto, debieron diseñarse modificaciones sobre el protocolo descrito para 
adaptarse a las condiciones de cultivo y expresión de la proteína GST-ΔN7118L1 
(Figura 4.12). La primera modificación consistió en la aplicación del tratamiento con 
ATP y MgCl2 y urea a la fracción no soluble, en lugar de al lisado (procedimiento C), 
puesto que la proteína de fusión, a diferencia de la proteína L1 de VPH16, seguía 
apareciendo de forma mucho más abundante en la fracción no soluble, aún cuando la 
inducción se realizaba a 28ºC. En las eluciones se encontró una banda tenue de peso 
molecular próximo al de nuestra proteína de fusión, y múltiples bandas adicionales 
(Figura 4.12, C).  
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En el procedimiento B, se incorporó urea en el tampón de solubilización y en los 
lavados de la columna, pero no se obtuvo ninguna banda en las eluciones, en tanto que 
una banda que podría corresponder con la proteína, aparecía en el primer lavado con 
urea de la columna, probablemente por la disminución de la capacidad de unión de la 
sefarosa en presencia de este agente. 
Ante la dificultad para la eliminación de la chaperona contaminante, se optó por 
el procedimiento A (basado en solubilización en presencia de detergentes y agentes 
reductores, pero sin urea), que permitía recuperar mayor cantidad de proteína 
recombinante, aunque con la proteína de 60 KDa coeluyente. 
? Se realizó entonces un proceso para la eliminación de la proteína contaminante 
de las eluciones de la columna. Así, éstas se resolvieron mediante SDS-PAGE, y el gel 
se sometió a una tinción reversible con KCl 0,25 M frío, que permite la observación de 
las proteínas que se encuentran en elevada concentración. Esta técnica pudo ser aplicada 
sólo gracias a la optimización de la expresión y de la solubilización de las proteínas. La 
banda correspondiente a la proteína de interés (GST-18L1Ct o GST-ΔN7118L1) pudo 
ser escindida con un bisturí y sometida a electroelución, o elución en PBS suplementado 
con urea. Este tratamiento con urea se realizó pensando que quizá podría favorecer la 
liberación de proteína GroEL que pudiera permanecer acomplejada a la proteína de 
fusión aún tras la separación electroforética. Tras el análisis de la proteína eluida o 
electroeluida en PBS, mediante SDS-PAGE, se observó una única banda (Figura 4.13). 
Hay que destacar, que la proteína eluida en presencia de urea presenta, tanto en SDS-
PAGE (Figura 4.13) como en WB (Figuras 4.15; 4.17 y 4.19), un peso molecular 
aparente ligeramente menor que el de la proteína purificada en PBS. Este fenómeno, 
probablemente sea debido a los cambios conformacionales producidos por la urea, ya 
que dicho compuesto promueve la desnaturalización de las proteínas por cambios 
directos e indirectos (Benion & Daggett, 2003). 
Al final del proceso de purificación se obtuvo un rendimiento de 1,2 mg de 
proteína por litro de cultivo inducido para la proteína GST-18L1Ct y de 1 mg de 
proteína por litro de cultivo inducido para GST-ΔN7118L1. El rendimiento obtenido 
para las proteínas recombinantes, es muy variable y depende de su propia naturaleza, de 
las células en las que se produce, y de las condiciones en las que tiene lugar la expresión 
y purificación de la misma. El rendimiento de las proteínas de fusión se encuentra en un 
intervalo comprendido entre 1 y 10 mg/L de cultivo (Smith et al., 1990). Así, en nuestro 
caso, estamos en unos niveles de rendimiento bajos, comparando con el obtenido para 
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proteínas solubles, aunque las condiciones aplicadas han incrementado 
considerablemente la producción. 
 
5.2.3 Caracterización inmunológica de las proteínas recombinantes  
 
? En primer lugar se llevó a cabo la caracterización inmunológica de las proteínas 
recombinantes mediante análisis por Western blot (WB), empleando para ello sueros 
comerciales y sueros animales. 
Las bandas correspondientes a las proteínas recombinantes en cada paso de la 
purificación, al igual que al final de la misma (Figura 4.16), fueron reconocidas por el 
anticuerpo anti-GST, apareciendo una banda muy intensa. Se corroboró así que las 
proteínas de fusión se habían producido correctamente, de forma que la proteína GST 
presentó epítopos lineales tras la separación en SDS-PAGE que eran perfectamente 
reconocidos. 
Además la proteína GST-ΔN7118L1 también fue reconocida, incluso tras la 
elución en PBS suplementado con urea 3,5M, por los anticuerpos anti-VPH  
comerciales, IH8 y HPV-4C4, siendo la intensidad de la señal mayor en el caso del 
primero, lo cual en principio parece lógico, puesto que se trata de una mezcla de 
anticuerpos (Figura 4.17). Sin embargo, la proteína GST-18L1Ct no fue reconocida por 
ninguno de estos anticuerpos comerciales. Esto puede ser debido a que estén 
reconociendo epítopos localizados en una región diferente a la carboxi-terminal de la 
proteína. El alineamiento de las proteínas L1 de 52 VP de diferentes especies mostró 
que existe una homología considerable excepto en 5 regiones hipervariables, de 10-30 
aminoácidos de longitud, localizadas en lazos interlaminares expuestos en la superficie. 
Estos lazos son altamente inmunogénicos y por lo tanto pueden poseer epítopos 
determinantes de especificidad de tipo (Olcese et al., 2004). Cuatro de estas regiones 
hipervariables (lazos B-C, D-E, E-F y F-G, Figuras 1.6 y 1.7 A), están localizadas en la 
mitad N-terminal de la proteína, no contenida en la construcción GST-18L1Ct, y 
podrían aportar epítopos que sean reconocidos por los anticuerpos comerciales 
empleados, y que no estarán presentes en la proteína truncada (GST-18L1Ct). 
? La limitada disponibilidad de anticuerpos anti-VPH comerciales al comienzo de 
la investigación, hizo necesaria la obtención de sueros hiperinmunes frente a los 
antígenos producidos, para disponer de controles positivos en las técnicas de 
inmunodetección.  
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 Dadas las dificultades para producir la proteína L1 completa, y dado que se 
conocía el carácter antigénico de la región C-terminal de la proteína L1, se llevó a cabo 
la inmunización de ratones con la proteína GST-18L1Ct. Los sueros obtenidos se 
mostraron reactivos a todas las proteínas producidas en el trabajo (Figuras 4.18 y 4.19). 
Por tanto, se trata de sueros policlonales que presentan anticuerpos frente a la proteína 
GST [puesto que reaccionan fuertemente frente a dicha proteína producida en el 
laboratorio (Figura 4.16), frente a GST comercial (Figura 4.19) y frente a la proteína L1 
de VPH16 producida también como proteína de fusión con GST (Figura 4.22)], y 
anticuerpos frente a la proteína L1 de VPH18 [dado que reconocen la proteína 
ΔN6118L1 (Figura 4.20), producida en células de insecto, que no está fusionada a 
GST].  
? Pero además, ante la posibilidad de que sólo se produjeran anticuerpos frente a 
epítopos lineales, ya que la inmunización se realizó con la proteína electroeluida en PBS 
y por tanto desnaturalizada, se optó por probar la inmunización de ratones con ADN. 
 Se realizaron dos aproximaciones, una en la que se administraban tres dosis de 
100 μg de ADN plasmídico por vía intramuscular, y una segunda en la que se empleó el 
protocolo descrito por Bates y colaboradores en el año 2006 (Bates et al., 2006) 
administrándose 20 μg de ADN plasmídico en cada inoculación, vía intravenosa. En 
ninguno de los dos casos los sueros recogidos tras la inmunización se mostraron 
reactivos frente a las proteínas producidas  (GST-ΔN7118L1 o ΔN6118L1, Figura 
4.22). 
 La inmunización de ratones con ADN de VPH 16 y 11 para la generación de 
sueros hiperinmunes ya ha sido desarrollada por varios autores (Leder et al., 2001; 
Mossadegh et al., 2004; Sehr et al., 2002). En el trabajo pionero, desarrollado por Leder 
y colaboradores, cuando empleaban la secuencia del gen l1 silvestre, tan sólo dos de 
cinco ratones desarrollaban respuesta de anticuerpos, mientras que cuando modificaban 
la secuencia para adaptarla a la frecuencia de utilización de codones de células de 
mamífero, el 100% de los ratones inmunizados presentaban respuesta de anticuerpos 
con títulos elevados. Además se indicaba que, probablemente estos cambios 
introducidos conducían a la inactivación de los elementos reguladores negativos de la 
transcripción conocidos y no conocidos del ORF para L1. En la misma línea se sitúa el 
trabajo de Mossadegh y colaboradores, en el que sólo cuando adaptaban los codones a 
los usados en mamíferos conseguían respuesta inmune humoral en ratones inmunizados 
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con el ADN para L1 de VPH11. Sin embargo, no existe ningún trabajo relacionado con 
la inmunización con el ADN que codifica la proteína L1 de VPH18. 
Además cabe destacar que el ADN se clonó a partir de la primera metionina del 
ORF. Empíricamente se ha demostrado que sólo cuando se utilizaba la metionina 
consenso para VPH16 como ATG de inicio de la traducción, se obtenían VLPs en 
grandes cantidades (Kirnbauer et al., 1992; Zhou et al., 1990). Sin embargo, no  fue 
hasta 2005 cuando esta posibilidad se recogió en un trabajo, en el que además se 
analizaron las metioninas presentes en los ORFs de otros tipos de VPH, incluido el tipo 
18, en el que se define como metionina consenso, la tercera (Webb et al., 2005), a pesar 
de que en los bancos de datos sigue figurando como primer ATG el de la posición 5430 
que corresponde a la posición 1 del alineamiento (Anexo1). Así pudo ocurrir que, aún 
cuando se hubiesen producido bajos niveles de traducción, ésta no haya dado lugar a 
proteína capaz de plegarse adecuadamente y por tanto no se hayan producido 
anticuerpos tras la inmunización. 
 Por último, la administración por vía intravenosa (vena lateral de la cola) resultó 
una técnica muy laboriosa, por lo que en algunas de las inoculaciones el animal no 
recibió la dosis completa, lo que también podría haber contribuido al fracaso de la 
inmunización. 
? Las proteínas recombinantes fueron enfrentadas a sueros humanos en WB, y 
ante la ausencia de un panel de sueros caracterizados, se emplearon plasmas de 
hemodonantes y sueros de pacientes caracterizados genéticamente como infectados y no 
infectados, con objeto de determinar si contenían anticuerpos que pudieran reconocer 
epítopos presentes en las proteínas de fusión. Como se indicó en la introducción, en el 
año 2001, la OMS inició un programa para el establecimiento de reactivos de referencia, 
tanto para la detección genética como serológica de VPH. En lo referido a la serología, 
en el único trabajo internacional coordinado por la OMS, se observó una variabilidad 
interlaboratorio considerable en el establecimiento de los niveles de anticuerpos de las 
muestras analizadas, que incluían sueros de mujeres no infectadas, de mujeres que 
habían adquirido la infección de forma natural y de individuos inmunizados con 
diferentes prototipos de vacuna (Ferguson et al., 2006). La posibilidad de establecer 
sueros de referencia frente a los distintos tipos de VPH para estandarizar y validar los 
diferentes métodos de detección de anticuerpos específicos frente al VPH, constituye 
otro de los objetivos planteados por la OMS. 
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? Es importante destacar que en la actualidad, no se han publicado trabajos en los 
que se analice la reactividad frente a VPH de sueros humanos, empleando la técnica de 
WB, sino que todos los estudios sobre serología de VPH se han centrado en la técnica 
de ELISA, y también algunos en ensayos de neutralización, por lo que no se han podido 
realizar estudios comparativos. No obstante, se ha descrito que la proteína L1 
desnaturalizada es reconocida en ELISA por sueros humanos de pacientes infectados 
con VPH, cuando era producida como proteína de fusión con colas de polihistidina en 
E. coli (Di Bonito et al., 2006). 
Los primeros ensayos se realizaron empleándose las proteínas de fusión 
purificadas por cromatografía de afinidad en suspensión y electroelución (proteína GST-
18L1Ct) y mediante electroelución directa desde la fracción no soluble (proteína GST-
ΔN7118L1). Aparentemente, no existió reconocimiento de la proteína GST-18L1Ct, 
mientras que algunos sueros parecieron reconocer la proteína de fusión correspondiente 
a la L1 completa GST-ΔN7118L1 (Figura 4.23), donde se reconocían tres bandas, 
siendo dos de los sueros con aparente reconocimiento, de hemodonante y de paciente 
caracterizado genéticamente como no infectado por VPH de alto riesgo. Así ante la 
posibilidad de que la proteína no estuviese suficientemente purificada, se realizó un 
nuevo ensayo, empleando la proteína GST-ΔN7118L1 purificada mediante 
cromatografía de afinidad en columna, y posterior electroelución y elución en urea 
3,5M. En este caso, los sueros que reaccionaron frente a la proteína de fusión 
reconocieron dos bandas tras el revelado. La segunda banda de menor peso molecular 
podría ser debida a degradación de la proteína, puesto que el grosor de la banda de anti-
GST, y de los sueros animales, hacían sospechar que ambas eran reconocidas por dichos 
anticuerpos (Figura 4.24). La aparición de bandas de peso molecular inferior al esperado 
ya ha sido indicada con anterioridad cuando la proteína L1 de VPH11 era expresada en 
S. cerevisiae (Cook et al., 1999). En este caso, varios de los sueros humanos que 
parecieron reconocer la proteína expresada fueron sueros aparentemente negativos 
(sueros y plasmas de hemodonantes, y suero de un paciente caracterizado genéticamente 
como no infectado por VPH de alto riesgo). Es importante destacar que, a diferencia de 
otras infecciones, los hemodonantes no están sometidos a control de la infección por 
papilomavirus, y que los pacientes caracterizados genéticamente como no infectados 
por VPH de alto riesgo, pueden ser pacientes sometidos a tratamiento quirúrgico para 
eliminar una infección previa, pacientes con una infección causada por tipos no 
detectados con la técnica diagnóstica empleada, o con infecciones recientemente 
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aclaradas frente a las que se hayan producido anticuerpos. Cabe incluso la posibilidad 
de que pueda existir una infección por VPH18 en otras localizaciones sin que se detecte 
ADN en muestras de cepillado cervical. Por tanto, en cualquiera de estos casos es 
posible la presencia de anticuerpos anti-VPH. 
Por otro lado, se encontraron algunos sueros de pacientes caracterizados 
genéticamente como infectados con VPH, como por ejemplo el suero GP3 (Figura 
4.23), que no se mostraron reactivos en WB frente a la proteína recombinante. Como ya 
hemos comentado los niveles de anticuerpos en suero tras la infección natural, son bajos 
incluso cuando alcanzan el pico (Villa et al., 2005), de forma que pueden ser 
indetectables en función de la sensibilidad del método serológico empleado. Por otro 
lado, cuando la infección evoluciona hacia HSIL y cáncer, no existe expresión de 
proteínas virales tardías (L1 y L2), siendo  sin embargo la expresión de la proteína E7 
detectable a lo largo de todos los estratos del epitelio mucoso (Doorbar et al., 2007, Peh 
et al., 2002). Así, si este fuera el caso, al no existir expresión de proteínas estructurales, 
puede que la respuesta humoral, se dirija preferentemente hacia las proteínas tempranas, 
asociándose este tipo de respuesta con la progresión maligna de la enfermedad. 
Determinados estudios empleando como antígenos proteínas recombinantes, han 
mostrado que el 50-60% de pacientes con cáncer cervical presentan anticuerpos anti-E6 
y anti-E7 (Meschede et al., 1998). En la misma línea se sitúan otros trabajos con 
proteínas recombinantes, en los que los sueros procedentes de pacientes positivos para 
ADN de VPH no reconocieron la proteína L1 en ELISA, pero sí otras proteínas como 
L2 ó E7 (Di Bonito et al., 2006).  
El último análisis por WB, pretendió determinar la especificidad del 
reconocimiento obtenido por sueros humanos, realizando un experimento de doble 
inmunodetección con una mezcla de sueros humanos positivos y negativos ya 
analizados anteriormente, y anticuerpos comerciales y sueros hiperinmunes de ratón 
(Figura 4.25). Los sueros positivos reconocieron bandas correspondientes a la proteína 
recombinante GST-ΔN7118L1 claramente, y de forma dudosa la correspondiente a la 
proteína GST-18L1Ct (Figura 4.23). Para la proteína completa (Figura 4.25 A, calle 2 y 
3) se reconocieron claramente dos bandas, pero sólo la banda de menor peso molecular 
(proteína en PBS) y la de mayor peso molecular (proteína en PBS/urea) fueron 
reconocidas por anti-GST. El cóctel IH8 reconoce una banda muy gruesa que podría 
corresponder a las dos anteriores juntas, por lo que quizá la falta de reconocimiento por 
GST en las dos bandas podría explicarse por problemas en la eliminación de anticuerpos 
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o bien porque se trate de proteínas contaminantes de E. coli, reconocidas por los sueros 
humanos. La mezcla de sueros negativos, no pareció mostrarse reactiva a ninguna de las 
tres proteínas recombinantes. 
Finalmente, cabe destacar en este ensayo que tanto sueros negativos como 
sueros positivos, reaccionaron intensamente con una proteína de peso molecular 
aparente de 60 KDa (señalada con flechas negras, Figura 4.25 A y B), que no era 
reconocida por anti-GST ni por el cóctel IH8, que podría ser una vez más la 
correspondiente a la chaperona de E. coli GroEL. Esta banda apareció en las muestras 
correspondientes a las proteínas purificadas en PBS, en tanto que no apareció en la 
proteína eluida en PBS/urea. Por tanto el proceso final de purificación de las eluciones 
obtenidas en la cromatografía de afinidad permite eliminar proteínas contaminantes 
altamente reactivas para su utilización en WB. Puede que este agente desnaturalice la 
proteína GroEL que aparentemente está coeluyendo acomplejada con nuestra proteína 
de fusión, de forma que tras la centrifugación no sea recuperada, o sea recuperada en 
pequeñas cantidades, no siendo reconocida posteriormente por los sueros en WB.   
? Con objeto de determinar si las proteínas recombinantes podían presentar 
epítopos conformacionales que fuesen reconocidos por sueros humanos, se desarrolló la 
inmunodetección mediante ELISA, técnica ampliamente utilizada dada su sencillez, la 
capacidad de evaluación de numerosas muestras en un mismo ensayo, su sensibilidad y 
especificidad (una vez optimizada) así como la posibilidad de automatización de la 
misma. Las inmunodetecciones se desarrollaron con la proteína GST-ΔN7118L1 
purificada en PBS o en PBS/urea. Conviene destacar que el objetivo de estos ensayos no 
consistió en ningún momento en la estandarización del método de ELISA, debido 
fundamentalmente a la carencia de un panel de sueros tanto positivos como negativos 
bien caracterizados. 
En primer lugar los antígenos fueron enfrentados a los sueros hiperinmunes de 
ratón, y a los sueros comerciales, tanto anti-GST como IH8. Se observó en todos los 
casos, un aumento de los valores de absorbancia, a medida que aumentaba la 
concentración de antígeno por pocillo (Figura 4.26), con unos ratios (sueros 
positivos/sueros negativos) muy elevados para todas las combinaciones ensayadas 
(Tabla 4.1). En el caso de los sueros preinmunes de ratón, los valores de absorbancia no 
variaban al aumentar la concentración de antígeno y fueron siempre muy próximos a 
cero. Estos resultados indicaban una respuesta específica. Estos mismos ensayos se 
realizaron con sueros de pacientes genéticamente caracterizados como infectados con al 
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menos VPH18, observándose la misma tendencia de los valores de absorbancia de los 
sueros respecto a la concentración creciente de proteína (Figura 4.27).  
Para los siguientes ensayos se utilizaron placas Polysorp, que unen 
fundamentalmente residuos hidrofóbicos, coincidentes con la naturaleza de la proteína 
recombinante producida. Los pocillos se sensibilizaron con 300 ng de proteína, 
concentración compatible con la empleada en el único trabajo en el que se han usado 
también proteínas recombinantes producidas en E. coli y desnaturalizadas en presencia 
de urea (Di Bonito et al., 2006). La dilución de los sueros humanos utilizada fue 1:50,  
que se encuentra dentro del rango de diluciones descritas en la literatura que oscila entre 
1:20 y 1:100 (Di Bonito et al., 2006; Studentsov et al., 2002; Studentsov et al., 2003, 
Karem et al., 2002). Se observó discriminación entre los sueros definidos como 
negativos, y los sueros definidos como positivos, a excepción de una única muestra, 
correspondiente a un paciente genéticamente caracterizado como no infectado con VPH 
de alto riesgo (Figura 4.28). Esta muestra presentó un valor de absorbancia muy 
superior al del valor de corte (establecido en 0,58 y 0,39 para las proteínas en PBS y 
urea respectivamente) en los dos ensayos. 
En el futuro, será necesario repetir estos ensayos empleando un mayor número 
de sueros bien caracterizados. Además, quizá fuese conveniente el diseño de un ELISA 
de captura, para evitar la interferencia que la proteína GST pueda tener en los resultados 
observados. Este tipo de enzimoinmunoensayo ya ha sido desarrollado por Sehr y 
colaboradores (Sehr et al., 2002). En él, las proteínas L1 de los tipos de VPH6, 16, y 18 
(carentes de los 10 primeros aminoácidos) son expresadas como proteínas de fusión con 
GST en el extremo N-terminal, y con una cola de 11 aminoácidos de SV40 en el C-
terminal. Su antigenicidad fue analizada en un tipo de ELISA en el que los antígenos se 
capturan usando moléculas de glutation-caseína. Así se captan las moléculas 
recombinantes GST-L1 directamente desde los lisados bacterianos.  
Dadas las dificultades en la valoración de sistemas serológicos empleando 
sueros humanos procedentes de infección natural con VPH, la disponibilidad futura de 
sueros de población vacunada, en los que los títulos de anticuerpos se sitúan en torno a 
40-100  veces superiores a los generados por infección natural (Bosch & de Sanjosé, 
2007; Harper et al., 2004), abre nuevas puertas a la caracterización inmunológica de los 
distintos antígenos recombinantes producidos. A pesar de todo, parece que los sueros 
humanos podrían estar reconociendo epítopos, fundamentalmente lineales, y/o 
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conformacionales, de las proteínas de fusión producidas, tanto en WB como en ELISA, 
y epítopos conformacionales, en las VLPs.  
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5.3. EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES DE L1 DE VPH18 EN P. 
pastoris 
 
El sistema basado en la levadura metilotrófica Pichia pastoris como sistema de 
producción de VLPs y proteínas recombinantes ha sido seleccionado por varias razones. 
P. pastoris es una levadura metilotrófica facultativa perteneciente al grupo de los 
ascomicetos, que se reproduce por gemación, homotálica, y cuya dotación genómica 
permanece haploide salvo que sea sometida a condiciones limitantes, generalmente a 
limitación de la fuente de nitrógeno (Cereghino & Cregg, 2000). Hace casi 40 años que 
Koichi Ogata describió la capacidad de ciertas especies de levaduras para usar el 
metanol como fuente de carbono y energía (Ogata et al., 1969). Los organismos 
metilotrofos atrajeron la atención inmediata y durante los últimos 15 años, P. pastoris se 
ha erigido como un sistema próspero para la producción de cantidad de proteínas 
heterólogas. La popularidad creciente del sistema puede atribuirse a múltiples factores, 
entre ellos: (i) su manipulación molecular muy simple y muy semejante a la de S. 
cerevisiae, uno de los sistemas experimentales mejor caracterizados de la biología 
moderna, (ii) su capacidad para producir proteínas heterólogas a elevados niveles tanto 
intra como extracelularmente, (iii) la escasa secreción de proteínas al medio que 
simplifica el proceso de recuperación y purificación de proteínas heterólogas, (iv) la 
existencia de múltiples modificaciones post-traduccionales, que se asemejan más a las 
de organismos eucariotas superiores que las realizadas por S. cerevisiae. Además, no 
hiperglicosila y no genera residuos tipo α1,3-manosa, principal causante de la naturaleza 
antigénica de las glicoproteínas expresadas en S. cerevisiae y que dificultan su uso 
terapéutico (Cregg et al., 1993), (v) presenta fundamentalmente metabolismo de tipo 
respiratorio, a diferencia de S. cerevisiae, con lo que puede crecer hasta alcanzar 
densidades celulares extremadamente elevadas. 
El concepto del uso de P. pastoris como sistema de expresión heterólogo surge 
por el hecho de que algunas de las enzimas necesarias para el metabolismo del metanol 
aparecen en niveles elevados, sólo cuando las células crecen en presencia de dicho 
alcohol. La enzima alcohol oxidasa (AOX) cataliza el primer paso en la vía de 
utilización del metanol en el interior del peroxisoma. Existen dos genes que codifican la 
AOX en esta levadura: aox1 y aox2, regulados a nivel de transcripción (Cregg et al., 
1988), siendo el gen aox1 el responsable de la síntesis del 90% de la AOX, mientras que 
el gen aox2 codifica el 10% restante (Cregg & Madden, 1989). La elevada tasa de 
transcripción del gen aox1 es una de las características por las que es el promotor más 
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ampliamente utilizado en la expresión de proteínas heterólogas en P. pastoris, junto con 
su regulación, de forma que en presencia de metanol, los niveles de ARNm para la 
AOX son de un 5% del total de poliA-ARNm. Sin embargo, en presencia de otras 
fuentes de carbono, los niveles son casi indetectables (Cregg & Madden., 1988). 
El sistema de P. pastoris ha sido empleado para la expresión de distintas 
proteínas virales, entre ellas, proteínas de cápsidas como por ejemplo proteínas de la 
cápsida del virus del dengue, de los virus de la hepatitis B y C, Norovirus y del virus de 
la enfermedad hemorrágica del conejo (Acosta-Rivero et al., 2004; Farnós et al., 2005; 
Martinez-Donato et al., 2006; Sugrue et al., 1997; Watelet et al., 2002; Xia et al., 
2007). 
Por otro lado, la proteína L1 de distintos VPH ha sido producida en la levadura 
S. cerevisiae (Tabla 1.3). En estos trabajos, la proteína L1 (o las proteínas L1 y L2) son 
expresadas bajo la acción del promotor PGAL10, fuertemente inducible mediante la 
adición de galactosa al medio. Este promotor, como el de la alcohol oxidasa en Pichia, 
también permite alcanzar elevadas densidades celulares. En todos los trabajos se 
observó el ensamblaje de la proteína L1 en forma de VLPs. Existe un único trabajo, de 
escasa repercusión por su publicación en una revista china, en el que se describe la 
producción de la proteína L1 de VPH6 en P. pastoris (Tabla 1.3) y que discutiremos 
más adelante. 
 
5.3.1 Diseño de las construcciones 
 
Se persiguieron dos objetivos: (1) la expresión de la proteína L1 como proteína 
de secreción, para lo cual era preciso fusionarla a la señal de secreción nativa del factor 
α en su extremo N-terminal, incluyendo también una fusión al epítopo c-myc en su 
extremo C-terminal con objeto de facilitar su detección y purificación (construcción 
18L1Zα); (2) expresión de la proteína en forma nativa para la generación de VLPs. En 
este caso, se realizaron dos construcciones, una a partir de la primera metionina del 
ORF para L1 proporcionado por las bases de datos (construcción 18VLPZ) y otra a 
partir de la tercera metionina o metionina consenso (construcción ΔN6118VLPZ).  
? Para llevar a cabo nuestros objetivos, se emplearon los vectores pPICZα 
(construcción con señal de secreción) y pPICZ (construcción para producción de VLPs) 
en los que la expresión del gen de interés se sitúa bajo la acción del promotor que 
codifica la alcohol oxidasa 1 (AOX1), que en presencia del agente inductor (metanol), 
posee una elevada tasa de transcripción superior a la de otros promotores disponibles en 
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sistemas comerciales en el mercado. Además estos vectores portan como marcador de 
selección el gen Sh ble (375 pb) que codifica una proteína que confiere resistencia a la 
bleomicina zeocina, efectiva en E. coli, levaduras y otros eucariotas (Gatignhol et al., 
1988). Así estos vectores presentan la ventaja adicional de permitir la selección directa 
de los clones recombinantes tanto en E. coli como en P. pastoris, en medio de cultivo 
suplementado con el antibiótico. 
Para las construcciones 18L1Zα y 18VLPZ, el ADN molde se obtuvo a partir del 
ADN extraído de una muestra cervical de un paciente infectado con VPH18, ya que 
igual que sucedió con las construcciones realizadas en E. coli, en ese momento no se 
disponía de vectores comerciales conteniendo el ADN de VPH18. Durante el proceso de 
amplificación por PCR, en los oligonucleótidos directos se introdujeron modificaciones 
sobre la secuencia original (cuatro cambios, Figura 4.33), para adaptarla a la secuencia 
de Kozak descrita para levaduras (A/YAA/TAATGTCT) (Romanos et al., 1992). 
Cuando se realizó la construcción ΔN6118VLPZ, ya se disponía del vector de la ATCC 
conteniendo el ADN de VPH18 clonado en el mismo, que fue empleado para obtener la 
construcción correspondiente, aunque en este caso no se modificó el entorno ATG. 
? Se seleccionó la electroporación como método de transformación  de levaduras. 
La generación de esferoplastos no resultaba conveniente puesto que no permite la 
selección directa de clones recombinantes en presencia de Zeocina, ya que el daño 
producido a la pared celular lleva a un incremento en la sensibilidad del antibótico. 
Además, la mayor frecuencia de transformación y de fenómenos de aislamiento de 
clones multicopia se da cuando se emplea la electroporación como método de 
transformación. 
Las cepas de P. pastoris GS115 y X-33 (fenotipo Mut+), y la cepa KM71H 
(fenotipo Muts) son las más utilizadas para la expresión de proteínas heterólogas. Se 
seleccionó la cepa X-33 para fenotipo Mut+, por ser una cepa con fenotipo silvestre y 
por tanto con escasos requerimientos nutricionales, y la cepa KM71H, de fenotipo 
AOX1 mutante, puesto que algunas veces estas cepas son mejores productoras de 
proteínas heterólogas y además al expresar la proteína alcohol oxidasa en menores 
niveles, la proteína heteróloga se puede purificar más fácilmente, cuando se trata de una 
proteína expresada intracelularmente (Cregg et al., 1987; Chiruvolu et al., 1997; Milek 
et al., 2000; Reverter et al., 1998; Sreekrishna et al., 1997; Swiatek et al., 2000; 
Tschopp et al., 1987). Sin embargo, la cepa en la que se obtienen mayores niveles de 
expresión ha de ser comprobada para cada caso particular. Por ello ambas (X-33 y 
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KM71H) se transformaron con las construcciones 18VLPZ y 18L1Zα. Para la 
construcción ΔN6118VLPZ, se transformó sólo la cepa X-33. 
? El siguiente paso consistió en la determinación del fenotipo Mut de los clones 
recombinantes para las distintas construcciones obtenidos en la cepa X-33. Como ya se 
ha descrito, se pueden producir fenómenos de recombinación doble entre las regiones 
homólogas del vector pPICZ o pPICZα y el genoma de la levadura. Dichos fenómenos 
no son muy habituales, y se estima que la frecuencia de los mismos es del 10-20% 
(Cereghino & Cregg, 2000). El resultado es la sustitución del gen aox1 por el casete de 
expresión. Este tipo de recombinación fuerza a la célula a depender de la transcripción 
débil del gen aox2 para crecer en presencia de metanol (Cregg et al., 1987). Como 
resultado, el clon en el que se produzcan recombinaciones dobles, adquirirá fenotipo 
Muts. Dado que estas cepas metabolizan el metanol más lentamente, y que la 
acumulación de éste en el medio de crecimiento puede resultar tóxica, la adición de 
metanol para la inducción de los cultivos debe hacerse de forma diferente a las cepas 
Mut+. Por ello este paso de comprobación del fenotipo Mut resultó de gran importancia. 
En nuestro caso no se obtuvo ningún clon en el que se hubiesen producido fenómenos 
de recombinación doble (Figura 4.34), ya que todos los clones de la cepa X-33 
presentaban fenotipo Mut+. 
? Se ha descrito que los clones recombinantes que presentan hiper-resistencia a los 
antibióticos, pueden corresponderse con clones que contienen múltiples copias del 
casete de expresión, que se traducen en un incremento de los niveles de ARNm en la 
célula y en una mayor producción de la proteína en cuestión  (Cereghino & Cregg, 
2000; Cos et al., 2005), si bien, el número óptimo de genes que aportan la máxima 
cantidad de ARNm (o la máxima cantidad de proteína) parece ser particular de cada 
caso (Thill et al., 1990). Por ello, se plaquearon los clones recombinantes de las 
construcciones 18VLPZ y 18L1Zα en concentraciones de hasta 500 μg/ml de zeocina. 
En este caso, se observó una reducción del número de clones totales capaces de crecer a 
dicha concentración del antibiótico (Tabla 4.2). Dado que en la bibliografía se emplean 
concentraciones superiores de zeocina para la selección de clones recombinantes 
(Romanos et al., 1998), para la construcción delecionada (ΔN6118VLPZ), se emplearon 
concentraciones de hasta 2000 μg/ml (Tabla 4.2), obteniéndose 12 clones con 
resistencia a la dosis máxima del antibiótico. Sin embargo, también se ha descrito que 
muchos de los clones resistentes a dosis elevadas de zeocina, no contendrán copias 
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múltiples del casete de expresión, precisándose el análisis de numerosos clones 
transformantes para detectar los multicopia (Cereghino & Cregg, 2000). 
 
5.3.2 Ensayos de expresión 
 
? Para los ensayos de expresión, exceptuando los realizados en la construcción 
ΔN6118VLPZ en los que se emplearon los medios MGY y MM, se utilizaron los 
medios de cultivo BMGY (acumulación de biomasa) y BMMY (inducción de la 
expresión), puesto que se trata de medios tamponados, que mantienen el pH en torno a 
6, lo que resulta especialmente interesante para la construcción de secreción, ya que se 
ha descrito que la proteína L1 ensambla preferiblemente a pH inferior a 7 (Casini et al., 
2004). Las primeras aproximaciones se realizaron mediante inducción en erlenmeyer, 
con concentraciones de metanol 0,5 ó 1%, que son las empleadas comúnmente (Daly & 
Hearn, 2005). Tras el análisis en SDS-PAGE de los sobrenadantes de los cultivos 
inducidos (proteína de secreción 18L1Zα), o de los lisados celulares en el caso de las 
construcciones para expresión nativa, no se observó ninguna banda que pudiera 
corresponder con la proteína correspondiente en cada caso, si bien la inducción del 
control de secreción en las mismas condiciones (GS115/Albúmina) permitió detectar la 
proteína de 119 KDa en el medio (Figuras 4.36 A; 4.37 y 4.38). Tampoco se detectó 
ninguna banda mediante análisis por WB con el anticuerpo anti-myc, observándose 
señal sólo para el control (GS115/pPICZ/LacZ) inducido en las mismas condiciones. 
Se ha descrito en la literatura, que para una proteína que normalmente no se 
secreta, puede resultar difícil e incluso imposible provocar su secreción cuando se 
expresa en P. pastoris (Sreekrishna et al., 1997). De hecho, existen numerosos trabajos 
en los que a pesar de fusionar la proteína de interés a una señal de secreción, finalmente 
se ha acumulado en el interior celular (Farnós et al., 2005; Sugrue et al., 1997; Swiatek 
et al., 2000; Xia et al., 2007).  
? Dado el carácter insoluble que esta proteína presentó cuando se expresaba en E. 
coli, se decidió analizar los restos celulares recogidos tras la lisis, con objeto de detectar 
una posible agregación de la proteína L1 de VPH18 con las membranas de P. pastoris, 
teniendo en cuenta además, que esta levadura presenta un tráfico intenso de proteínas a 
través de distintos compartimentos intracelulares, que implica la asociación de diversas 
proteínas a las membranas de los mismos (Chang et al., 2005; Payne et al., 2000; Rieder 
et al., 1996). Se desarrollaron diversos protocolos de lisis (con perlas de vidrio, lisis 
enzimática con zimoliasa y glucanex y generación de esferoplastos con liticasa), para 
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asegurar la ruptura de la pared celular, y distintos tratamientos de las fracciones 
insolubles con tampones conteniendo detergentes y agentes reductores, que han sido 
utilizados en la literatura referida a expresión de proteínas virales en P. pastoris 
(Acosta-Rivero et al., 2004, Martínez-Donato et al., 2006). Tras los análisis en SDS-
PAGE y WB, no se obtuvo ninguna banda que pudiera corresponder con las proteínas 
de interés en cada caso, ni aún cuando se concentraron las proteínas contenidas en cada 
fracción.  
? Ante la posibilidad de que no se estuviesen dando condiciones óptimas para la 
expresión, nos planteamos inducir en fermentador la construcción correspondiente a la 
región L1 delecionada en el extremo N-terminal. Como ya hemos comentado 
anteriormente, los niveles de proteína heteróloga expresada en cultivos de P. pastoris en 
fermentador pueden ser de 3 a 5 veces superiores a los que ocurren en cultivos que 
crecen en exceso de metanol (como puede ocurrir en erlenmeyer). Así, incluso para 
proteínas expresadas intracelularmente, los rendimientos son superiores en estos 
cultivos. Además, el metabolismo del metanol supone el consumo de grandes 
cantidades de oxígeno, con lo que la expresión de genes foráneos se puede ver afectada 
por la limitación de éste en el medio. Sólo en el ambiente completamente controlado del 
fermentador, se puede ajustar el nivel de oxígeno en el medio de cultivo (Cereghino & 
Cregg, 2000).  
Por tanto, se seleccionó un clon que presentaba resistencia a elevadas 
concentraciones de zeocina, y se sometió a crecimiento en fermentador. Se empleó un 
protocolo ya descrito (Cunha et al., 2004), optimizado para la producción de un 
anticuerpo en una cepa de P. pastoris Mut+.  Como era de esperar, al final del proceso 
de fermentación se alcanzó una densidad celular muy elevada (de 335 g/L). Las células 
inducidas fueron analizadas para detectar la presencia de la proteína heteróloga 
mediante SDS-PAGE y WB con el anticuerpo HPV-4C4. Se analizaron los lisados 
completos, las fracciones insolubles solubilizadas, y las fracciones concentradas sin 
detectarse la proteína de 56 KDa. 
? Ante la posibilidad de que el problema de expresión tuviese lugar a nivel de 
transcripción, se planteó el análisis de los niveles de transcripción por RT-PCR 
empleando cebadores específicos de L1. Como control se llevó a cabo amplificación del 
ADNc del gen que codifica el factor de la elongación 1α de P. pastoris, cuyo promotor 
está descrito como promotor constitutivo (Ahn et al., 2007). Los niveles de expresión 
fueron los mismos antes y después de la inducción con metanol en todas las 
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construcciones. Por tanto, parece que existe expresión del gen foráneo, aunque se 
trataría de una expresión basal. Dicha expresión  podría comenzar cuando se produce el 
agotamiento de glicerol en el medio, al final de la fase de crecimiento.  
La integración por recombinación homóloga en otro lugar del genoma, distinto 
del entorno de la alcohol oxidasa, podría ser una de las causas de la ausencia de 
inducción de la expresión. La amplificación con los cebadores comerciales 
AOX5’/AOX3’ proporcionados en el kit, sólo nos permite conocer si el casete de 
expresión se ha integrado en el genoma de la levadura, pero no dónde. En resumen, los 
niveles basales de expresión podrían ser debidos a problemas de inducción o bien a la 
existencia de mensajeros inestables de corta vida media, o incluso a mensajeros 
truncados como consecuencia de la existencia de señales tempranas de terminación de la 
transcripción. 
? Con respecto al primer punto (problemas de inducción) es posible que las 
condiciones de inducción no hayan sido las más adecuadas, puesto que los ensayos se 
realizaron en erlenmeyer donde, como hemos mencionado anteriormente, no es posible 
el control estricto de parámetros. Sin embargo, con las muestras obtenidas del 
fermentador, también se realizó una RT-PCR y posterior amplificación de ADNc a las 
24 y 48 horas de inducción y tampoco en este caso se observaron diferencias apreciables 
en la intensidad de la banda (Tabla 4.5 B). Una vez más estaríamos ante unos niveles de 
transcripción basales, mantenidos durante todo el periodo correspondiente al 
crecimiento en presencia de metanol como fuente de carbono.  
? Con respecto a la estabilidad de los tránscritos, se han propuesto varias 
características de los genes clonados que pueden afectar a los niveles de expresión en P. 
pastoris especialmente la presencia de regiones ricas en A+T (Boettner et al., 2007). 
Los genes con alto contenido en A+T, no se transcriben bien, debido a una finalización 
de la transcripción prematura (Gurkan & Ellar, 2003; Sreekrishna et al., 1997). Dado 
que existen muchas secuencias ricas en A+T que aún no se han identificado como 
terminadoras de la transcripción en Pichia, una estrategia general radicaría en rediseñar 
los genes de forma que tengan un contenido en A+T situado entre el 30 y el 55%.  
El contenido en A+T de la secuencia para el gen que nos ocupa en estas 
construcciones es cercano al 59%. Además contiene numerosos grupos ricos en A+T, 
que podrían promover una terminación temprana de la transcripción. Por ejemplo, la 
secuencia ATTATTTTAT ha sido descrita como responsable de la terminación 
prematura de la transcripción del gen que codifica la proteína gp120 del VIH-1 cuando 
Discusión 
 180
se expresaba en P. pastoris. Cuando se modificó esta secuencia, se encontraron 
transcritos más largos (Scorer et al., 1993). En el caso que nos ocupa encontramos en 
posición 546 una secuencia TTTTATA, descrita como promotora de terminación 
temprana de la transcripción en S. cerevisiae (Henikoff & Cohen, 1984), y frecuentes 
grupos ricos en A+T. En el estudio realizado en este trabajo mediante RT-PCR, se ha 
amplificado un fragmento de tan sólo 120 pb, localizado en la posición 600 del gen l1 
en el alineamiento (ver anexo 1), por lo que podríamos estar pasando por alto un 
fenómeno de interrupción temprana de la transcripción. No obstante, en un clon para la 
construcción ΔN6118VLPZ, se realizó también el análisis del ARNm empleando la 
pareja de cebadores 18L1F700/18L1FRn que amplificaron un fragmento de tamaño 
superior (400 pb) localizado en la posición 1270 del gen l1 (datos no mostrados) que 
indicaría la presencia de mensajeros más largos. Pero también se ha descrito la 
existencia de una población heterogénea en tamaño de ARNm para la L1 de VPH11 
expresada en S. cerevisiae, debidas a generación de mensajeros interrumpidos, que 
desaparecía cuando se modificaba la secuencia para disminuir el contenido en A+T 
(Neeper et al., 1996). Además, parece que las secuencias que llevan a la terminación de 
la transcripción en levaduras están constituidas por varios elementos, ya que aunque la 
secuencia descrita (TTTTTAT) es capaz de promover la terminación de la transcripción 
por sí sola, existen otros elementos situados corriente abajo que podrían también 
intervenir en dicha terminación, ya que cuando éstos son delecionados, se observa la 
aparición de una población heterogénea de ARNs mensajeros con distintas longitudes 
(Henikoff & Coehn, 1984).  
Existe un único trabajo publicado por Li y colaboradores (Li et al., 2003; 
publicación en chino con resumen en inglés) donde se describe la expresión de la 
proteína L1 de VPH6 en P. pastoris. En este trabajo se realiza la modificación de los 
codones y la eliminación de regiones ricas en A+T a pesar de que el contenido A/T de 
este tipo de VPH es ligeramente menor que el del tipo 18. Aún así, solo se consiguió un 
rendimiento de 125 μg de proteína por litro de cultivo inducido. La expresión se realizó 
en la cepa KM71, empleando el vector pPIC3.5K, seleccionándose clones multicopia 
por análisis de resistencia a neomicina. Tras la inducción en medio tamponado BMMY, 
obtuvieron tres clones que expresaban la proteína L1 de VPH6, que fue reconocida por 
un anticuerpo frente a epítopos conformacionales de L1 de VPH6, por lo que se dedujo 
que la proteína conservaba dichos epítopos nativos.  
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Sin embargo, con esta transcripción basal y con técnicas sensibles como el 
análisis por WB, tal vez se deberían haber detectado niveles mínimos de expresión de la 
proteína. Por tanto quizá podrían existir otros problemas relacionados con la traducción 
del gen insertado. En la literatura se han descrito otros factores relacionados con los 
niveles de expresión de proteínas heterólogas en esta levadura (Boettner et al., 2007). 
Así puntos isoeléctricos (pI) altos se asocian con expresión proteica no detectable. Las 
construcciones generadas  presentan puntos isoeléctricos de 7,7 (construcción 18L1Zα), 
8,1 (construcción 18VLPZ) y 7,8 (construcción ΔN6118VLPZ). Se trata por tanto de 
proteínas con puntos isoeléctricos elevados, que podrían expresarse mal. También 
podríamos estar ante un problema de diferencias en las frecuencias de utilización de 
codones en ambos organismos (P. pastoris y VPH), a pesar de que éstas no son muy 
distintas (Anexo 2). 
? Por tanto, se precisan más experimentos para dilucidar los problemas de 
expresión de este antígeno en Pichia pastoris. Probablemente una primera aproximación 
podría corresponder a la expresión de la construcción a partir del tercer ATG (ATG 
consenso), modificando algunos de los tripletes de la secuencia L1, no tanto para su 
ajuste a los codones más utilizados en levaduras (que como ya hemos mencionado 
tienen elevada similitud) sino en la modificación de los tripletes localizados en las 
regiones ricas en A/T.  
Esta adaptación del contenido en A+T podría acompañarse de modificaciones en 
el entorno del ATG de inicio (secuencia de Kozak). De hecho, cuando la proteína L1 de 
distintos tipos de VPH se ha expresado en S. cerevisiae (Cook et al., 1999; Joyce et al., 
1999; Mach et al., 2006; Neeper et al., 1996; Zhao et al., 2005), se han incorporado las 
modificaciones descritas por Hofmann y colaboradores (Hofmann et al., 1995) 
relacionadas con la adición de secuencias leader de levaduras, inmediatamente antes del 
ATG de inicio. Estas modificaciones se basaron a su vez en las descritas en el trabajo 
sobre VHB de Kniskern y colaboradores (Kniskern et al., 1986), en el que el gen a 
expresar, se fusionó al promotor GAP491 de S. cerevisiae, con todas las secuencias no 
traducidas de la levadura flanqueando la secuencia del gen heterólogo. Dichas 
modificaciones permitieron  incrementar la producción del antígeno del “core” del VHB 
en Saccharomyces, alcanzando niveles de hasta el 40% del total de proteínas solubles.  
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5.4. EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA L1 DE VPH18 EN CÉLULAS DE 
INSECTO 
 
El sistema de baculovirus, ha sido ampliamente estudiado para la producción de 
VLPs, especialmente en los casos donde el cultivo de los virus no es posible o presenta 
grandes dificultades, como en el caso de los Papilomavirus o el virus de la hepatitis C 
(Kost et al., 2005). Muchos son los trabajos en los que se han producido VLPs de VPH 
en células de insecto (Tabla 1.3). Sin embargo la mayoría de ellos están dedicados a la 
producción de VLPs, siguiendo protocolos ya descritos, para realizar posteriores 
ensayos serológicos, y no al estudio y optimización de los parámetros que afectan a la 
expresión de la proteína en el sistema basado en baculovirus recombinantes. Además, la 
mayoría de los trabajos están basados en VPH16, y sólo uno de ellos está centrado en la 
optimización de la producción y purificación de VLPs de este mismo tipo (Zheng et al., 
2004). 
Por ello, el planteamiento fue realizar un estudio de la cinética de expresión de la 
proteína L1 de VPH18 en células de insecto empleando baculovirus recombinantes, con 
objeto de determinar, igual que para bacterias, cuáles eran las condiciones óptimas para 
la obtención de máximos niveles de expresión de la proteína, que posteriormente 
puedan se aplicadas para la producción a mayor escala. La obtención de los máximos 
niveles de proteína parece crucial puesto que, un aumento en la concentración local de 
monómeros proteicos puede ser importante para un plegamiento adecuado en el caso de 
proteínas virales (Benicasa et al., 1996). Además se sabe que en general menos del 15% 
de las proteínas virales expresadas en este sistema son capaces de ensamblar en VLPs 
(Vieira et al., 2005).  
 
5.4.1 Diseño de la construcción 
 
 Para la expresión de la proteína L1 de VPH18 en baculovirus, se ha empleado un 
sistema basado en la cotransfección de un ADN viral linealizado y un vector de 
transferencia conteniendo el gen de interés (Kitts & Possee, 1993), según se describe en 
el apartado 3.2.12. 
La región L1 de VPH18, en este caso se amplificó a partir del tercer ATG del 
ORF para L1 proporcionado por las bases de datos (localizado en la base 5613 del 
genoma completo). La traducción a partir del tercer ATG (segundo en el VPH16) da 
lugar a proteínas que se ensamblan en cápsidas virales. Este ATG es común a los tipos 
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de VPH de alto y bajo riesgo. Pero sólo en virus asociados con el desarrollo de cáncer, 
existe otro ATG alternativo corriente arriba (u otros dos en VPH18) que darían lugar a 
una proteína que no se ensambla en cápsidas, por lo que en esos casos, el exceso de 
ADN no encapsidado podría integrarse en el genoma de la célula hospedadora (Webb et 
al., 2005), fenómeno relacionado con mayor riesgo de progresión hacia HSIL. Además, 
algunos autores ya habían apuntado previamente que cuando expresaban en células de 
insecto las proteínas L1 y L2, o la proteína L1 sólo a partir del primer ATG del ORF, si 
bien se observaban complejos proteicos L1/L2, o agregados de L1, no detectaban VLPs. 
Sin embargo, otros grupos sí lo hacían cuando usaban el triplete ATG localizado 
corriente abajo (Cason et al., 1994; Kirnbauer et al., 1992; Xi & Banks 1991;Zhou et 
al., 1991). 
 
5.4.2 Optimización de la producción de VLPs 
 
Muchos son los parámetros que pueden afectar a la producción de una proteína 
determinada en el sistema de baculovirus recombinantes, entre ellos, la composición del 
medio de cultivo, la línea celular empleada, el índice de multiplicidad de la infección, el 
tiempo de infección, etc. La influencia de estos parámetros sobre la producción de la 
proteína L1 de VPH18 se determinó mediante infecciones realizadas en erlenmeyer. 
Puesto que también se trató de optimizar la producción con el menor coste posible, se 
empleó el medio SF900II, en lugar del medio de Grace, ya que el primero es más barato 
y además contiene aminoácidos con lo que no es necesario suplementarlo con L-
glutamina. También se trató de evitar el uso de antibióticos, que encarecen la 
producción, trabajando en rigurosas condiciones de esterilidad. 
? En los primeros ensayos se pretendió determinar cuál de las los líneas celulares 
derivadas de Spodoptera frugiperda (Sf9 y Sf21) expresaba la proteína en mayores 
niveles. Davis y colaboradores (Davis et al., 1993), demostraron que estas líneas 
celulares tienen distinta capacidad para expresar diferentes proteínas heterólogas. Por 
ello era necesario comprobar experimentalmente cuál era la mejor para la expresión de 
cada proteína recombinante en particular. Las líneas Sf9 y Sf21 son muy similares en 
sus características: (1) células fácilmente cultivables en monocapa y en suspensión, (2) 
altamente susceptibles a la infección con el virus de la polihedrosis nuclear múltiple de 
Autographa californica (AcMNPV), (3) capaces de crecer rápidamente hasta alcanzar 
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altas densidades y producir virus no oclusivos en elevados títulos, (4) fácilmente 
adaptables a crecer en medio sin suero y al escalado (Granados et al., 2007).  
Al mismo tiempo se evaluó cuál era el efecto de la presencia de SFB en el medio 
sobre la expresión de la proteína. Tradicionalmente, el uso de suero para promover la 
infección con baculovirus recombinantes, se basó en las observaciones empíricas 
realizadas por distintos laboratorios que empleaban este sistema. Actualmente se 
considera que la afinidad de los baculovirus por los receptores celulares se incrementa 
cuando el medio es suplementado con SFB (Maranga et al., 2002), aunque en los 
trabajos originales consideraban que algunos componentes del suero podían afectar a su 
capacidad de unión (Power et al., 1996). 
Las infecciones se realizaron siempre en cultivos en fase exponencial de 
crecimiento. Se ha demostrado que cuando las células se infectan en esta fase, el índice 
de producción de virus, y consecuentemente, de proteína recombinante es mayor 
(Kioukia et al., 1995, Philipps et al., 2005). Durante la fase S, la síntesis de ADN viral 
incrementada puede ayudar al virus a replicar su genoma a mayor velocidad, debido a la 
mayor disponibilidad de precursores y enzimas implicados en la replicación. Esto se 
traduce en mayores niveles de ARNm para la proteína heteróloga y por tanto en 
mayores niveles de proteína. 
Tras el análisis por WB con el anticuerpo monoclonal HPV-4C4, y la 
cuantificación de las bandas, los máximos niveles de expresión fueron detectados en la 
línea Sf21 tras 48 horas de infección, tanto en presencia como en ausencia de SFB en el 
medio. Así, empíricamente demostramos que la línea celular Sf21 es capaz de producir 
la proteína ΔN6118VLP en niveles superiores a la línea Sf9 (Figura 4.45). 
Cabe destacar que en ausencia de SFB, aparecía una segunda y hasta una tercera 
banda que reaccionaba con el anticuerpo monoclonal en WB (Figura 4.44). Se ha 
descrito en la literatura la aparición de una forma delecionada de la proteína L1 de 
VPH11 en su extremo C-terminal  (45 KDa), que reaccionaba con los anticuerpos anti-
L1  (Cook et al., 1999). Así, en nuestro caso podría estar ocurriendo una degradación de 
la proteína ΔN6118VLP. Estas supuestas bandas de degradación son más intensas, y 
aparecen antes cuando la infección tiene lugar en medio sin SFB. La lisis de las células 
lleva a la liberación al medio de la proteína recombinante, acumulada 
fundamentalmente en el núcleo y también en el citoplasma (Rose et al., 1993). Parece 
que determinados componentes del SFB protegen a las células del estrés general 
producido por las fuerzas de rozamiento y las burbujas que se generan en los cultivos en 
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suspensión, y por compuestos tóxicos (Schlaeger, 1996). Por tanto, la ausencia de SFB 
en el medio podría llevar a una lisis temprana de las células infectadas con la 
consecuente liberación y degradación de la proteína recombinante. De hecho, las 
mayores viabilidades celulares en todos los casos se registran en presencia de SFB 
(Figura 4.45, B).  
De esta primera aproximación concluimos que los mayores niveles de expresión 
de la proteína de interés, empleando un MOI de 5 ufp/célula, seleccionado 
aleatoriamente, tenían lugar en la línea Sf21. Además el SFB podría estar ejerciendo un 
efecto protector sobre las células, favoreciendo de forma indirecta la estabilidad de la 
proteína de interés. 
? En los siguientes ensayos se trató de determinar cuál era el MOI y el tiempo de 
infección en el que se obtenían los mayores niveles de proteína ΔN6118VLP, cuando se 
infectaban células Sf21 en medio suplementado con SFB al 10%. Se eligieron cuatro 
MOI utilizados habitualmente (0,1; 1; 5 y 10 ufp/célula) En éste caso, se determinó que 
los mayores niveles de expresión de la proteína se obtenían con MOI de 5 ufp/célula 
(Figura 4.48) tras una infección durante 48 horas, seguidos de MOI 10 ufp/célula 
durante 48 horas, MOI 0,1 ufp/célula durante 72 horas y finalmente MOI 1 durante 72 
horas (sin excesivas diferencias entre estos dos últimos). 
? Establecidas las condiciones en las que se obtenían los mayores niveles de 
expresión de la proteína ΔN6118VLP, el siguiente paso fue la purificación de VLPs, 
comparando los resultados obtenidos para cada uno de los cuatro MOI y para cada uno 
de los tiempos en los que se observaba la máxima producción de proteína en los ensayos 
de cinética.  
Para realizar la lisis de las células, se empleó el choque osmótico, aunque se 
puede realizar por diversos mecanismos. La ruptura mediante dicho método provoca  
lisis y daño osmótico a las membranas nucleares y de otros orgánulos, por lo que resulta 
de interés cuando la proteína se acumula en éstos (Bernard et al., 1996). El tampón 
utilizado (Tabla 3.13), se suplementó además con el detergente Tritón X-100, que ha 
sido descrito como un agente que garantiza la inactivación de los baculovirus 
contaminantes que pueden estar presentes en las células infectadas (Peixoto et al., 
2007). Para asegurar la liberación completa del material nuclear, se acompañó esta lisis 
de otra posterior mediante sonicación. Este protocolo ya ha sido empleado Baylis et al. 
(1991) para la liberación de la DNasa alcalina del virus del Epstein-Barr expresado en 
células Sf9. 
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 Los siguientes pasos de centrifugación y clarificación con sacarosa nos 
permitieron recuperar fundamentalmente la fracción nuclear. Finalmente se empleó la 
purificación en gradiente de cloruro de cesio, utilizada habitualmente para la 
purificación de las VLPs. 
 Recuperadas las bandas del cloruro de cesio, el siguiente paso fue eliminar la sal 
(que es tóxica) mediante intercambio con el tampón PBS suplementado con diversas 
sales, especialmente NaCl, que se supone que aportan la fuerza iónica necesaria para 
que tengan lugar interacciones entre proteínas, favoreciendo el ensamblaje y la 
estabilidad de las partículas formadas (McCarthy et al., 1998; Shi et al., 2005). Este 
método, realizado en columnas de desalado, fue preferido frente a la diálisis, por ser 
más rápido y porque además permite la separación de sustancias de alto y bajo peso 
molecular. Además los largos tiempos empleados en la diálisis pueden favorecer la 
degradación de las proteínas. No obstante, sería preciso desarrollar también otros 
métodos de purificación que eviten el uso de CsCl, que es tóxico, y que sean más 
reproducibles y que permitan eliminar contaminantes (baculovirus, VLPs incompletas, 
agregados…). Peixoto y colaboradores (Peixoto et al., 2007) describen un protocolo de 
purificación de VLPs de rotavirus, en el que se combina un primer paso de diafiltración 
y ultrafiltración para eliminación de los contaminantes de bajo peso molecular y del 
tritón empleado en la lisis, combinado con una cromatografía de exclusión por tamaño, 
obteniéndose al final del proceso rota-VLPs con una pureza final del 95%. La 
cromatografía de exclusión por tamaño ya ha sido empleada en algunos trabajos para la 
purificación de VLPs de VPH producidas en S. cerevisiae (Cook et al., 1999, Kim et al., 
2007). 
  El análisis cuantitativo y cualitativo de las muestras obtenidas de las distintas 
infecciones confirmó que los niveles de proteína (medidos como concentración de 
proteína total empleando el método BCA) obtenidos tras la purificación en las células 
Sf21, fueron mayores que los obtenidos en las células Sf9. Se confirmaron así los 
resultados obtenidos en los ensayos de cinética, en los que se observó que los mayores 
niveles de proteína L1 se obtenían cuando ésta se expresaba en células Sf21. 
 El análisis cualitativo de las muestras de VLPs, se llevó a cabo empleando dos 
técnicas: la microscopia electrónica y dispersión dinámica de luz (DLS). La utilidad de 
la combinación de ambas ha sido reflejada con anterioridad para estudiar el ensamblaje 
de las VLPs de VPH16 producidas en E. coli (Hanslip et al., 2006). 
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 Mediante estas dos técnicas, podríamos concluir, que la mayor cantidad y 
calidad de VLPs de VPH tipo 18, se obtienen cuando las células Sf21 se infectan con 
MOI de 10 ufp/célula, a las 48 horas de infección (Tabla 4.7). Mediante microscopía 
electrónica se pudieron observar VLPs completas en la muestra correspondiente a la 
primera fracción recogida durante el desalado, que se corresponderían con partículas de 
55 nm (VLPs, con simetría T=7) y 100 nm (agregrados de pentámeros); y en la muestra 
correspondiente a la segunda fracción, partículas de aproximadamente 40 nm 
(posiblemente VLPs de simetría T=1) y de 12 nm (que se corresponderían con las 
estructuras de “donut” típicas de capsómeros). Esta divergencia de partículas 
observadas en ambas muestras podría explicar además el comportamiento durante el 
desalado de la muestra original recogida del gradiente de cloruro de cesio, ya que la 
elución se produjo en dos picos (Figura 4.50). Las columnas presentan una matriz de 
perlas de dextrano, y aunque originalmente está diseñada para separar partículas de bajo 
peso molecular, es lógico que partículas de tamaños mayores eluyan antes (VLPs) que 
otras de menor tamaño y peso molecular (capsómeros), ya que las primeras no podrían 
penetrar en el entramado generado por la matriz, en tanto que las de menor tamaño 
podrían sufrir algún tipo de retención eluyendo justo después.  
 Si analizamos los resultados obtenidos con los distintos MOIs, sólo en el caso de 
la infección con MOI 0,1 ufp/célula, no se detectó ni proteína en análisis por WB, ni 
partículas en microscopia electrónica. Además por DLS se obtuvo un pico para 
partículas de tamaño de 20 nm (compatible con capsómeros) que no fueron observados 
por tinción con acetato de uranilo (Tabla 4.7). La concentración de proteína total 
obtenida en la banda recuperada del gradiente, en este caso es muy baja, aunque 
próxima a la detectada en la infección  en células Sf9, en las que si se detectaron VLPs. 
 Al analizar el resto de infecciones, los datos obtenidos por DLS y microscopía, 
no son coincidentes en todas las muestras. De hecho, en los casos en los que la dilución 
de la muestra para DLS lleva a concentraciones de proteína de 30 μg/ml (MOI 5 en 
ambas líneas celulares), la técnica no identifica VLP, sino partículas de tamaño inferior, 
mientras en dichas muestras pudieron observarse claramente VLPs por microscopía. La 
técnica DLS es muy sensible, de forma que la presencia de pequeñas cantidades de 
polvo o agregados proteicos susceptibles de producir un exceso de dispersión, lleva a la 
reducción de la resolución. Por ello es necesario filtrar y diluir las muestras. Se sabe que 
en este caso la concentración de proteína L1 empleada se encuentra en el límite inferior 
de concentración (20-200 μg/ml) necesaria para el ensamblaje en VLPs establecido por 
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Casini  y colaboradores (Casini et al., 2004). Así puede ser que al diluir las muestras se 
haya promovido el desensamblaje de las partículas, de forma que hubiera sido 
recomendable incubar las diluciones durante un tiempo prudencial que permitiera el re-
ensamblaje, antes de llevar a cabo las medidas por DLS. La combinación de las técnicas 
basadas en la dispersión de luz, junto con la microscopia electrónica podría facilitar la 
determinación de la calidad de las muestras de VLPs obtenidas tras distintos métodos de 
purificación.  
? Como ya hemos comentado, de estos ensayos podemos concluir que las 
partículas de mejor calidad se obtienen cuando las células Sf21 se infectan con un MOI 
de 10 ufp/célula, llevándose a cabo la recolección de las células para la posterior 
purificación de VLPs 48 horas después de la infección.  Parece que los tiempos de 
infección cortos son óptimos para la recuperación de proteínas, en términos de 
rendimiento, estabilidad y disminución del riesgo de aparición de proteínas 
contaminantes. Pero en los estudios de cinética, los mayores niveles de expresión de la 
proteína L1 de VPH18 se encontraron en cambio cuando la infección se realizaba con 
MOI 5. Hay que tener en cuenta que estos ensayos se realizaron en erlenmeyer, en tanto 
que los ensayos de purificación de VLPs fueron llevados a cabo en fermentadores de 
volumen de trabajo de 250 ml, con lo que se están introduciendo modificaciones, 
fundamentalmente en lo referido a aireación, que pueden ser críticas y podrían explicar 
estas diferencias de resultados.    
? Con las VLPs producidas en este sistema en las células Sf9, se realizó un ensayo 
de ELISA. En él se pretendía comparar la respuesta de un pequeño panel de sueros 
humanos, frente a la proteína recombinante GST-ΔN7118L1 eluida en PBS y en 
PBS/urea, frente a las VLPs, por ser consideradas éstas el estándar de oro en las 
aproximaciones en serología de VPH. En este caso, aunque los sueros humanos se 
comportaron de la misma forma que cuando eran enfrentados a la proteína 
recombinante, el valor de corte obtenido fue muy bajo (0,35). Karem y colaboradores 
(Karem et al., 2002), establecieron un protocolo de ELISA reproducible y con una 
sensibilidad de un 93% y un 98,5% de especificidad. En el ensayo, para la 
sensibilización de las placas emplearon VLPs de VPH16 resuspendidas en PBS (en 
lugar de tampón carbonato/bicarbonato), ya que la reactividad observada en este último 
era menor que la observada en PBS, permitiendo una peor discriminación entre sueros 
positivos y negativos. Se planteó que esta diferencia pudiera ser debida al carácter 
desnaturalizante del tampón carbonato/bicarbonato, que podría provocar un 
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desensamblaje parcial de las VLPs por el pH básico (Wang et al., 2005). El punto de 
corte que obtienen en este trabajo para discriminar entre sueros positivos y negativos, es 
de 0,6. En el trabajo descrito en esta tesis, la utilización de este tampón básico podría 
ser otra causa de la disminución de la reactividad de los sueros humanos en 
comparación con la observada en el caso de la proteína producida en E. coli.  
 Además, los ensayos se han realizado con VLPs almacenadas durante un largo 
periodo de tiempo a 4ºC, con lo que puede estar teniendo lugar desintegración parcial de 
las partículas. Estos fenómenos de desintegración parcial de VLPs almacenadas a 4ºC 
en tampones similares (DPBS) ya han sido recogidos en la literatura en VLPs de 
rotavirus, constituidas por tres proteínas, siendo una de ellas una glicoproteína (Peixoto 
et al., 2007). Estos fenómenos parecían evitarse mediante la adición de crioprotectores 
(sacarosa, glicerol y trehalosa) que permitían conservar intactas el 75% de las VLPs 
después de 4 meses.  
 
 
 Se ha evaluado por tanto la expresión de la proteína L1 de VPH18 en tres 
sistemas diferentes. Si bien son muchos los estudios referidos a la expresión de la 
proteína L1 del VPH tipo 16, apenas existen trabajos en los que se aborde 
específicamente la expresión de la proteína L1 del tipo 18, que habitualmente conlleva 
una producción más costosa. El primer reto ha sido la producción eficaz de la proteína 
como proteína recombinante en bacterias, puesto que se trata de un sistema rápido y 
barato, para la obtención de antígenos de aplicación en sistemas serológicos. Dado que 
en E. coli existe un problema de acumulación de la proteína en forma de cuerpos de 
inclusión difíciles de solubilizar y una contaminación con chaperonas bacterianas, se 
planteó la posibilidad de expresar la proteína y producir también VLPs en el sistema de 
P. pastoris. Se trata de un sistema alternativo al basado en la levadura S. cerevisiae, ya 
que presenta ventajas frente a esta última: entre ellas su capacidad para crecer a 
densidades ópticas elevadas, la utilización de metanol como fuente de carbono que es un 
agente inductor barato y la ausencia de fenómenos de hiperglicosilación. Sin embargo, 
parece que la expresión en esta levadura metilotrófica podría requerir la optimización de 
la secuencia que codifica para L1 de VPH18, en lo referido a modificación de 
secuencias reguladoras de la transcripción y/o traducción. La posible expresión de la 
proteína, tras la introducción de dichas modificaciones, podría suponer un avance en la 
producción de VLPs para el desarrollo de sistemas serológicos. Finalmente, dado que 
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hoy en día el sistema basado en baculovirus recombinantes  (aún a pesar de ser el más 
complejo, costoso en tiempo, y el menos económico) es el más empleado para la 
producción de dichas partículas, los estudios de cinética y optimización de la expresión 
resultan de gran interés para facilitar la producción en este sistema. 
 La producción de antígenos de VPH con utilidad clínica sigue siendo necesaria, 
especialmente para el estudio de la respuesta inmune frente a la infección natural, dada 
la diversidad encontrada en dicha respuesta que podría estar relacionada con la 
progresión de la enfermedad. Por otro lado, la introducción de las vacunas frente a la 
infección con VPH plantea nuevos retos para la serología, relacionados con el 
establecimiento de nuevas pruebas específicas y sensibles para valorar la respuesta 
inmune humoral en la población vacunada, más aún cuando en la actualidad se 
desconoce la perdurabilidad de la protección conferida por la vacunación.  
Los estudios serológicos de la detección de la infección por papilomavirus, 
exigen fundamentalmente el incremento de la sensibilidad. En este sentido, cada vez se 
acepta más la idea de una serología multiplex, en la que los sueros son enfrentados a 
varios antígenos (Dillner et al., 2006, Waterboer et al., 2005). Además, como ya se ha 
indicado, si bien el 60% de las mujeres infectadas con VPH16 y 18 seroconvierten, en 
muchas ocasiones los niveles de anticuerpos producidos tras la infección natural son 
muy bajos y podrían situarse por debajo del límite inferior detectable en el ensayo 
serológico empleado (Villa et al., 2005). Otras observaciones que apoyan la serología 
multiplex surgen de la expresión diferencial de proteínas de VPH que tiene lugar en 
función de la evolución de la infección. Cuando tiene lugar una infección productiva, en 
las últimas capas del epitelio escamoso estratificado se produce la expresión de las 
proteínas L1 y L2 y por tanto el ensamblaje y liberación de nuevos viriones. En el caso 
de progresión de la infección hacia HSIL, apenas existe expresión de dichas proteínas, y 
sin embargo, hay una elevada traducción de proteínas E6 y especialmente E7 a lo largo 
de todos los estratos del epitelio.  
Por tanto, y fundamentalmente para el estudio de la respuesta inmune frente a la 
infección natural, la serología multiplex parece la opción más admitida. En ésta podría 
tener más cabida la producción de antígenos de VPH en sistemas sencillos y baratos 
como los basados en la bacteria E. coli, por lo que la optimización de la producción de 
estos antígenos puede ser de gran interés. 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. La expresión de las proteínas de fusión GST-ΔN7118L1 (que contiene la 
proteína L1 de VPH18 carente de 10 aminoácidos desde la metionina consenso) 
y GST-18L1Ct (que contiene sólo el extremo carboxi-terminal de la misma 
proteína) en E. coli, lleva a la acumulación de éstas en forma de cuerpos de 
inclusión. El uso de agentes reductores y lisozima durante la lisis, así como de 
detergentes y agentes reductores para la solubilización de la fracción insoluble 
permitió incrementar la recuperación de ambas proteínas. En futuras 
aproximaciones, la utilización de cepas de E. coli super-productoras, como las 
cepas C41(DE3) y C43(DE3), podría resultar un paso importante para 
incrementar el rendimiento final de la producción.  
 
2. La purificación de la proteína heteróloga GST-ΔN7118L1 mediante 
cromatografía de afinidad con glutation y una etapa posterior de purificación en 
PBS/urea, ha permitido eliminar proteínas de la bacteria que coprecipitaban con 
la proteína de fusión (posibles chaperonas bacterianas) que se muestran 
altamente inmunoreactivas. 
 
3. La proteína de fusión GST-ΔN7118L1 parece contener epítopos lineales y/o 
conformacionales que son reconocidos en Western blot y en ELISA por 
anticuerpos comerciales y por sueros humanos procedentes de infección natural. 
En cambio, la proteína de fusión GST-18L1Ct sólo es reconocida por 
anticuerpos anti-GST. 
  
4. La expresión de proteínas de L1 de VPH18 en P. pastoris no pudo ser llevada a 
cabo con éxito a pesar de todas las aproximaciones abordadas. El análisis de los 
ARNs mensajeros permitió comprobar la existencia de transcripción del ADN 
que codificaba las proteínas de interés en cada caso, sin embargo siempre a unos 
niveles basales no inducibles por metanol. Se plantea la modificación de la 
secuencia, mediante mutagénesis dirigida, para incrementar el contenido en 
G+C, y eliminar los grupos ricos en A/T en futuros trabajos. 
 
5. Los ensayos de cinética de expresión de la proteína L1 de VPH18 en células de 
insecto mediante la utilización de baculovirus recombinantes, revelaron que la 
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proteína es expresada en mayores niveles en células Sf21, cuando son infectadas 
con un MOI de 5 ufp/célula durante 48 horas, en un medio suplementado con 
suero fetal bovino que parece prevenir la degradación proteolítica de la proteína. 
En los ensayos realizados en fermentadores de pequeños volúmenes, para la 
purificación de partículas similares al virus (VLPs), los mejores resultados en 
cuanto a cantidad y calidad se obtuvieron cuando se realizaban infecciones con 
un MOI de 10 durante 48 horas.  
 
6. Se han realizado por primera vez ensayos de cinética de expresión de la proteína 
L1 de VPH18 en células de insecto, mediante la utilización de baculovirus 
recombinantes. Estos estudios permiten el establecimiento de modelos para la 
producción optimizada de dichas partículas. 
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Anexo 1 
 i
ANEXO 1 
 
ALINEAMIENTOS DE LAS SECUENCIAS DE ADN DE L1 DE VPH18 
 
Se muestran los alineamientos de las secuencias obtenidas para las distintas 
construcciones, comparadas con el prototipo de número de acceso de GenBank X05015 
(Cole & Danos, 1987), corregido por Meissner (Meissner, 1997). Las construcciones 
presentes en los alineamientos son: 
• 18L1Zα: construcción correspondiente a la región L1 completa en P. pastoris para 
la expresión de la proteína como proteína secretada. Obtenida a partir de la muestra 
clínica 2V3VPH. 
• 18VLPZ: construcción correspondiente a la región L1 completa en P. pastoris, para 
producción de VLPs. Obtenida a partir de la muestra clínica 2V3VPH. 
• GST-ΔN7118L1: construcción correspondiente a la región L1 completa delecionada 
en 71 aminoácidos en el extremo N-terminal, para su expresión en E. coli. Obtenida 
a partir de la muestra clínica 2V3VPH.  
• GST-18L1Ct: construcción correspondiente a la región C-terminal de la proteína L1 
para su expresión en E. coli. . Obtenida a partir de la muestra clínica 1V3VPH. 
• ΔN6118VLP: construcción correspondiente a la región L1 completa delecionada en 
61 aminoácidos, para la expresión de la proteína en células de insecto. Es la misma 
secuencia que la correspondiente a la construcción ΔN6118VLPZ, para producción 
de VLPs en P. pastoris. Obtenida a partir del plásmido 45152 (ATCC).   
 
En rojo se muestran los tres tripletes ATG situados en el mismo marco de lectura 
correspondientes al ORF de la proteína L1. En azul las bases que difieren respecto al 
prototipo. En negrita y subrayado, los codones de parada. En amarillo una deleción 
generada durante la obtención de la construcción GST-18L1Ct. 
 
 10        20        30        40        50        60            
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ATGTGCCTGTATACACGGGTCCTGATATTACATTACCATCTACTACCTCTGTATGGCCCA  
18L1Zα         ....CT...................................................... 
18VLPZ  ....CT......................................................  
 
                        70        80        90       100       110       120         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TTGTATCACCCACGGCCCCTGCCTCTACACAGTATATTGGTATACATGGTACACATTATT  
18L1Zα         .............A..............................................  
18VLPZ         .............A.............................................. 
 
                       130       140       150       160       170       180      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ATTTGTGGCCATTATATTATTTTATTCCTAAGAAACGTAAACGTGTTCCCTATTTTTTTG  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ         ............................................................ 
 
                       190       200       210       220       230       240      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CAGATGGCTTTGTGGCGGCCTAGTGACAATACCGTATATCTTCCACCTCCTTCTGTGGCA  
GST-ΔN7118L1                                    ...........................  
18L1Zα         .........A..................................................  
18VLPZ         .........A.................................................. 
ΔN6118VLP         .........................................................  
 
 
 
                       250       260       270       280       290       300      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         AGAGTTGTAAATACCGATGATTATGTGACTCGCACAAGCATATTTTATCATGCTGGCAGC  
GSTN7118L1     ............................................................  
18L1Zα   ............................................................  
18VLPZ         ............................................................  
Anexo 1 
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ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       310       320       330       340       350       360      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TCTAGATTATTAACTGTTGGTAATCCATATTTTAGGGTTCCTGCAGGTGGTGGCAATAAG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       370       380       390       400       410       420      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CAGGATATTCCTAAGGTTTCTGCATACCAATATAGAGTATTTAGGGTGCAGTTACCTGAC  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       430       440       450       460       470       480      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CCAAATAAATTTGGTTTACCTGATACTAGTATTTATAATCCTGAAACACAACGTTTAGTG  
GST-ΔN7118L1   .........................A..................................  
18L1Zα         .........................A..................................  
18VLPZ  .........................A.................................. 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       490       500       510       520       530       540      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TGGGCCTGTGCTGGAGTGGAAATTGGCCGTGGTCAGCCTTTAGGTGTTGGCCTTAGTGGG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       550       560       570       580       590       600      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CATCCATTTTATAATAAATTAGATGACACTGAAAGTTCCCATGCCGCCACGTCTAATGTT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       610       620       630       640       650       660      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TCTGAGGACGTTAGGGACAATGTGTCTGTAGATTATAAGCAGACACAGTTATGTATTTTG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
N6118VLP       ............................................................ 
  
   670       680       690       700       710       720      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         GGCTGTGCCCCTGCTATTGGGGAACACTGGGCTAAAGGCACTGCTTGTAAATCGCGTCCT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................ 
18VLPZ  ............................................................  
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       730       740       750       760       770       780      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TTATCACAGGGCGATTGCCCCCCTTTAGAACTTAAAAACACAGTTTTGGAAGATGGTGAT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       790       800       810       820       830       840      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ATGGTAGATACTGGATATGGTGCCATGGACTTTAGTACATTGCAAGATACTAAATGTGAG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
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                       850       860       870       880       890       900      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         GTACCATTGGATATTTGTCAGTCTATTTGTAAATATCCTGATTATTTACAAATGTCTGCA  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       910       920       930       940       950       960      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         GATCCTTATGGGGATTCCATGTTTTTTTGCTTACGGCGTGAGCAGCTTTTTGCTAGGCAT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       970       980       990       1000      1010      1020     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TTTTGGAATAGAGCAGGTACTATGGGTGACACTGTGCCTCAATCCTTATATATTAAAGGC  
GST-ΔN7118L1   ...........G................................................  
18L1Zα         ...........G................................................  
18VLPZ  ...........G................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
    
                       1030      1040      1050      1060      1070      1080     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ACAGGTATGCGTGCTTCACCTGGCAGCTGTGTGTATTCTCCCTCTCCAAGTGGCTCTATT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................ 
                   
   1090      1100      1110      1120      1130      1140     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         GTTACCTCTGACTCCCAGTTGTTTAATAAACCATATTGGTTACATAAGGCACAGGGTCAT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct                                                      ..C.........  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1150      1160      1170      1180      1190      1200     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         AACAATGGTGTTTGCTGGCATAATCAATTATTTGTTACTGTGGTAGATACCACTCGCAGT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ..T.........................................................  
18L1Zα         ............................................................  
18VLPZ   ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1210      1220      1230      1240      1250      1260     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ACCAATTTAACAATATGTGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCAATATGATGCTACC  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1270      1280      1290      1300      1310      1320     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         AAATTTAAGCAGTATAGCAGACATGTTGAGGAATATGATTTGCAGTTTATTTTTCAGTTG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1330      1340      1350      1360      1370      1380     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TGTACTATTACTTTAACTGCAGATGTTATGTCCTATATTCATAGTATGAATAGCAGTATT  
GSTN7118L1     ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
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                       1390      1400      1410      1420      1430      1440     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TTAGAGGATTGGAACTTTGGTGTTCCCCCCCCGCCAACTACTAGTTTGGTGGATACATAT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1450      1460      1470      1480      1490      1500     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CGTTTTGTACAATCTGTTGCTATTACCTGTCAAAAGGATGCTGCACCGGCTGAAAATAAG  
GSTN7118L1     ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1510      1520      1530      1540      1550      1560     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         GATCCCTATGATAAGTTAAAGTTTTGGAATGTGGATTTAAAGGAAAAGTTTTCTTTAGAC  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      .......................C....................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1570      1580      1590      1600      1610      1620     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         TTAGATCAATATCCCCTTGGACGTAAATTTTTGGTTCAGGCTGGATTGCGTCGCAAGCCC  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ................................A..............A..C.........  
18L1Zα  ............................................................ 
18VLPZ  ............................................................  
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                      1630      1640      1650      1660      1670      1680     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         ACCATAGGCCCTCGCAAACGTTCTGCTCCATCTGCCACTACGTCTTCTAAACCTGCCAAG  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       1690      1700      1710      1720      1730      1740     
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
XO5015         CGTGTGCGTGTACGTGCCAGGAAGTAA             
GST-ΔN7118L1   ........................CTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA   
GST18L1Ct      ...........-............AAGGGCGAATTCCCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCAT  
18L1Zα  ........................GCG           
18VLPZ  ........................TAG 
ΔN6118VLP      ........................TAA              
              
                  1750         
               ....|....|... 
GST18L1Ct      CGTGACTGACTGA 
 
 
ALINEAMIENTOS DE LAS SECUENCIAS DE LA PROTEÍNA L1 DE VPH18 
 
Se muestran las secuencias de aminoácidos deducidas de cada una de las 
construcciones, con respecto a la secuencia prototipo. Recuadrados en azul se señalan 
los aminoácidos que difieren respecto a ésta. En rojo se señala la primera metionina 
considerada en la secuencia prototipo X05015 (GenBank), en verde la segunda 
metionina, considerada por algunos autores (Webb et al., 2005), en amarillo la 
metionina denominada consenso, a partir de la cual se generan VLPs. 
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                        10        20        30        40        50        60            
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         MCLYTRVLILHYHLLPLYGPLYHPRPLPLHSILVYMVHIIICGHYIILFLRNVNVFPIFL  
18L1Zα         .S......................Q...................................  
18VLPZ  .S......................Q................................... 
 
                        70        80        90       100       110       120         
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         QMALWRPSDNTVYLPPPSVARVVNTDDYVTRTSIFYHAGSSRLLTVGNPYFRVPAGGGNK  
GST-N7118L1               ................................................. 
18L1Zα  ...M........................................................  
18VLPZ  ...M........................................................ 
ΔN6118VLP       ...........................................................  
 
                       130       140       150       160       170       180      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         QDIPKVSAYQYRVFRVQLPDPNKFGLPDTSIYNPETQRLVWACAGVEIGRGQPLGVGLSG  
GST-ΔN7118L1   ............................N...............................  
18L1Zα  ............................N...............................  
18VLPZ  ............................N............................... 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       190       200       210       220       230       240      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         HPFYNKLDDTESSHAATSNVSEDVRDNVSVDYKQTQLCILGCAPAIGEHWAKGTACKSRP  
GST-ΔN7118L1   ............................................................ 
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
  
                       250       260       270       280       290       300      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         LSQGDCPPLELKNTVLEDGDMVDTGYGAMDFSTLQDTKCEVPLDICQSICKYPDYLQMSA  
GST-ΔN7118L1   ............................................................ 
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       310       320       330       340       350       360      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         DPYGDSMFFCLRREQLFARHFWNRAGTMGDTVPQSLYIKGTGMRASPGSCVYSPSPSGSI  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       370       380       390       400       410       420      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         VTSDSQLFNKPYWLHKAQGHNNGVCWHNQLFVTVVDTTRSTNLTICASTQSPVPGQYDAT  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct                      ............................................ 
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
  
                       430       440       450       460       470       480      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         KFKQYSRHVEEYDLQFIFQLCTITLTADVMSYIHSMNSSILEDWNFGVPPPPTTSLVDTY  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................  
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
 
                       490       500       510       520       530       540      
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
X05015         RFVQSVAITCQKDAAPAENKDPYDKLKFWNVDLKEKFSLDLDQYPLGRKFLVQAGLRRKP  
GST-ΔN7118L1   ............................................................  
GST18L1Ct      ............................................................ 
18L1Zα  ............................................................  
18VLPZ  ............................................................ 
ΔN6118VLP      ............................................................  
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                       550       560       570       580    
               ....|....|....|....|....|....|....|....|... 
X05015         TIGPRKRSAPSATTSSKPAKRVRVRARK*                
GST-ΔN7118L1   ............................LERPHRD*          
GST18L1Ct      ........................VPGRRANSRVDSSGRIVTD* 
18L1Zα  ............................*                
18VLPZ  ............................* 
ΔN6118VLP      ............................*    
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ANEXO 2  
 
TABLA DE FRECUENCIA DE UTILIZACIÓN DE CODONES 
 
En la siguiente tabla se muestra la frecuencia de utilización de codones 
empleados en P. pastoris (analizados 81.301 codones, datos de NCB Taxonomy 
browser) y L1 de VPH18 (569 codones), por orden de frecuencia de utilización. Entre 
paréntesis se muestra la frecuencia relativa en tanto por ciento. 
 
AMINOÁCIDO ORDEN  P. pastoris VPH18 
1º UUU (53,9) UUU (91,3) Phe (F) 
2º UUC (46,1) UUC (8,7) 
1º UUG (32,7) UUA(47,1) 
2º CUU (16,5) UUG (27,5) 
3º UUA (16,2) CUU (9,8) 
4º CUG (15,5) CUG (7,8) 
5º CUA (11,2) CUA (7,8)  
Leu (L) 
6º CUC (7,9) CUC (0) 
1º UCU (29,2) UCG (45,5) 
2º UCC (19,8) AGU (25) 
3º UCA (18,1) UCC (11,4) 
4º AGU (15,0) AGC (11,4) 
5º AGC (9,1) UCA (4,5) 
Ser (S) 
6º UCG (8,8) UCU (0,40) 
1º UAC (53,1) UAU (89,7) Tyr (Y) 
2º UAU (46,9) UAC (10,3) 
1º UGU (63,7) UGU (75,0) Cys (C) 
2º UGC (36,3) UGC (25,0) 
Trp (W)   UGG (100) UGG (100,0) 
1º CCA (41,7) CCU (51) 
2º CCU (34,7) CCA (23,4) 
3º CCC (14,9) CCC (23,4) 
Pro (P) 
4º CCG (8,7) CCG (2,1) 
1º CAU (56,6) CAU (75,0) His (H) 
2º CAC (43,4) CAC (25,0) 
1º CAA (61,0) CAG (61,5) Gln (Q) 
2º CAG (39,0) CAA (38,5) 
1º AGA (48,0) CGU (39,3) 
2º CGU (16,5) AGA (21,4) 
3º AGG (16,0) AGG (17,9) 
4º CGA (9,9) CGG (14,3) 
5º CGC (5,1) CGC (7,1) 
Arg (R) 
6º CGG (4,6) CGA (0) 
1º AUU (50,4) AUU (80,0) 
2º AUC (31,5) AUA (20,0) Ile (I) 
3º AUA (18,1) AUC (0) 
Met (M)   AUG (100) AUG (100) 
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AMINOÁCIDO ORDEN  P. pastoris VPH18 
1º ACU (39,5) ACU (45,9)
2º  ACC (25,5) ACA (27,0)
3º ACA (24,3) ACC (21,6)
Thr (T) 
4º ACG (10,7) ACG (5,4) 
1º AAC (51,5) AAU (77,3)Asn (N) 
2º AAU (48,5) AAC (22,7)
1º AAG (53,0) AAA (48,1)Lys (K) 
2º AAA (47,0) AAG (51,9)
1º GUU (42,1) GUU (37,2)
2º GUC (23,3) GUA (30,2)
3º GUG (19,2) GUG (30,2)
Val (V) 
4º GUA (15,5) GUC (2,3) 
1º GCU (44,9) GCU (48,4)
2º GCC (25,7) GCC (25,8)
3º GCA (23,4) GCA (25,8)
Ala (A) 
4º GCG (6,0) GCG (0) 
1º GAU (58,0) GAU (74,3)Asp (D) 
2º GAC (42,0) GAC (25,7)
1º GAA (56,3) GAA (64,3)Glu (E) 
2º GAG (43,7) GAG (35,7)
1º GGU (43,7) GGU (40,0)
2º GGA (32,6) GGC (37,1)
3º GGC (13,8) GGA (11,4)
Gly (G) 
4º GGG (9,9) GGG (11,4)
  
 
